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Résumé




Résume : Parmi les huiles naturelles, I'huile d'argan suscite beaucoup d’intérét. Elle a été
utilisée en médecine traditionnelle, en usage externe par les femmes berbéres pour les soins
corporels et capillaires, et en usage interne pour prévenir certaines maladies cardiovasculaires.
L’huile d’argan se caractérise par ses fonctions hypocholestérolémiantes, anti-diabétique et
antiproliférative sur des lignées cancéreuses humaines de prostate. Riche en acides gras
insaturés, 1’huile d’argan est caractérisée également par ses composes mineurs : polyphénols,
tocophérols et stérols qui lui conférent des propriétés antioxydantes. Le réle des antioxydants
alimentaires dans la fonction neurologique et dans certaines maladies lies a 1’age est centrée
sur la vitamine E qui est une molécule majoritaire de 1’huile d’argan dotée. L’objectif de ce
travail a consisté dans un premier temps en une étude phytochimique et en une évalutation du
pouvoir antioxydant des extraits d’arganier de deux régions marocaines. Une caractérisation
biochimique de la composition de I’huile d’argan a aussi été réalisée. Dans un second temps,
une evaluation des effets protecteurs de I’huile d’argan ou certains de ces composes
majoritaires a été réalisée in vitro sur des oligodendrocytes murins 158N et in vivo sur des
rats. ces effets ont été spécifiés dans un environnement pro-oxydant et cytotoxique mimé par
le 7-cétocholestérol (7KC) et I’AlCl3. La cytotoxicité du 7KC induit divers effets au niveau de
la mitochondrie (modification fonctionnelle), ce qui conduit a une rupture de 1’équilibre
RedOx (surproduction d’espéces radicalaires de 1’oxygene), a une induction d’apoptose et
d’autophagie, a une perte d’adhésion, a une diminution de la prolifération et a des
dysfonctions du lysosome. Le 7KC affecte aussi I’expression des marqueurs peroxysomaux
(ABCD1, ABCD2, ACOX1) ainsi que I’expression de facteur de transcription PPARa au
niveau cellulaire. L’étude in vivo réalisée sur des rats Wistar traités a 100 mg/kg d’AlICls, a
montré qu’AlCl; induit une rupture de 1’équilibre RedOx en diminuant les activités des
enzymes anti-oxydantes (catalase, superoxyde dismutase, les glutathions) au niveau du cortex,
une altération des fonctions cognitives qui ont été étroitement liées aux maladies
neurodégénératives, et des modifications des paramétres plasmatiques. AlClz induit une légere
perte du poids corporel des rats tout au long de la période de traitement. Dans son ensemble,
le travail réalisé montre que 1’huile d’argan est capable de s’opposer au stress oxydatif induit
par 7KC et AICl;. L’huile d’argan pourrait étre potentiellement étre intéressante pour traiter
les maladies neurodégénératives. Elle pourrait exercer des effets cytoprotecteurs et

antioxydants ce qui permet d’envisager de nouveaux domaines d’applications pour cette huile.

Mots clés : huile d’argan, 7-cétocholestérol, aluminium, neurodégénérescence



Abstract




Abstract: Argan oil has lot of interest for human health. It has been used in traditional
medicine for several centuries. The rich composition of argan oil in term of tocopherols and
unsaturated fatty acid makes it a very interesting oil regarding its potential actions on risk
factors for cardiovascular diseases, hyperlipidemia, hypercholesterolemia and hypertension.
Argan oil is also used for skin infections. Previous studies have shown the antiproliferative
and pro-apoptotic effects on prostate cancer cell lines. The role of dietary antioxidants in
neurological function and in some aged related diseases is centered on vitamin E which is a
major molecule of argan oil. The objective of this work was 1) to do a phytochemical study
and to evalutate the argan extracts antioxidant properties of argan oils from two Moroccan
regions, and 2) to characterize the biochemical composition of argan oils used in this study.
Third, we evaluated the protective effects of argan oil and of some of its major compounds in
vitro on 158N murine oligodendrocytes, and in vivo in the rat. The effects have been specified
in a pro-oxidant environment and cytotoxic mimicked by the 7-ketocholesterol (7KC) and
AICI;. Different methodologies were used: phase contrast microscopy, fluorescence
microscopy, histochemistry, flow cytometry, western blotting, and several biochemical
methods. Furthermore, 7KC affect the expression of peroxisomal markers (ABCD1, ABCD3,
ACOX1) as well as expression of PPARa at the cellular level. The results show that argan oil
has cytoprotective and antioxidant effects on 158N murine oligodendrocytes. Argan oil is able
to attenuate the overproduction of reactive oxygen species, mitochondrial and lysosomal
dysfunctions, loss of cell adhesion and decreased proliferation, cell death by apoptosis and
autophagy. We investigate also the effect of aluminum chloride (AICI3) on brain function and
neuronal oxidative stress. Male Wistar rats received daily AlCIl3 100 mg/kg for 42 days. AICl3
exposed group showed a significant reduction in spatial memory performance. Moreover,
AICI; — treated rats exhibited a marked deterioration of oxidative markers; SOD, CAT, GSH,
and changes in the plasma parameters. AICI; slightly affects the body weight of rat. Argan
oils (or some of their compounds) have cytoprotective and antioxidant effects on 158N
murine oligodendrocytes. These different molecules attenuate oxidative stress and could be
potentially useful for treating neurodegenerative diseases. Argan oil could exert
cytoprotective and antioxidant effects which allows to consider new fields of application for
this oil. It is possible to envisage that a controlled diet or functional foods with argan oil could

help to prevent some forms of neurodegeneration.

Key words : argan oil, 7-ketocholesterol, aluminium, neurodegeneration
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../../salim.dourik/Downloads/2017%2002%2007%20Mémoire%20de%20thèse%20Asmaa%20Badreddine%20-%20Corrigé%20après%20soutenance%20GL%20(1).doc#_Toc474347701
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../../salim.dourik/Downloads/2017%2002%2007%20Mémoire%20de%20thèse%20Asmaa%20Badreddine%20-%20Corrigé%20après%20soutenance%20GL%20(1).doc#_Toc474347703

Figure 49: Activité antioxydante par la méthode FRAP exprimée en mg de trolox / g de
maticre seéche, des différentes parties d’arganier (amande, coque, pulpe, feuilles, rameaux) des
deux régions Agadir (A) et BErkane (B) .........cccveiviieieieriie s seeeeseesie e 151
Figure 50: Accumulation du chlorure d’aluminuim associé ou non aux huiles d’argan, a I’ a-

tocophérol, spinastérol, schotténol et a 1’acide férulique dans les oligodendrocytes murins

Figure 51: Observation des cellules par microscopie en contraste de phase .............cc......... 160
Figure 52: Effet de 7-cétocholestérol associé ou non aux huiles d’argan et ou a 1I’a-tocophérol
sur la viabilité cellulaire des oligodendrocytes muring 158N ...........ccccocveveiiieieeiecvic s 162
Figure 53: Effet de 7-cétocholestérol associé ou non aux huiles d’argan et ou & l’o-
tocophérol sur I’adhérence cellulaire des oligodendrocytes murins 158N .......cccoccvvrvinenne. 163
Figure 54: Effets de spinastérol, schotténol et acide férulique sur la croissance cellulaire .. 164
Figure 55: Effet de 7-cétocholestérol associé ou non aux huiles d’argan et ou a 1’a-
tocophérol sur I’activité mitochondriale des oligodendrocytes murins 158N .........c.ccceeueeeee. 166
Figure 56: Effets du spinastérol, schotténol et d’acide férulique sur 1’activité mitochondriale
des oligodendrocytes MUIINS 158N ........cccoiiiiiieieiie e sre e ens 167
Figure 57: Effet de 7-cétocholestérol associé ou non aux huiles d’argan et ou a 1’a-tocophérol
sur le potentiel transmenbranaire mitochondriale des oligodendrocytes murins 158N ......... 169
Figure 58: Effet de chlorure d’aluminuim associé ou non aux huiles d’argan, a ’a-
tocophérol, spinastérol, schotténol et a I’acide férulique sur le potentiel transmenbranaire
mitochondriale des oligodendrocytes muring 158N ...........cccccveiiiiiiieie i 171
Figure 59: Effet de 7-cétocholestérol associé ou non aux huiles d’argan et ou a 1’a-tocophérol
sur la production des ions superoxydes des oligodendrocytes murins 158N...........cccccveueenee. 173
Figure 60: Effet du chlorure d’aluminium associé ou non aux huiles d’argan, a ’a-
tocophérol, schotténol, spinastérol et a I’acide férulique sur la production des ions
superoxydes des oligodendrocytes muring 158N ..........cccociviiiiiniiiiienese e 175
Figure 61: Effet de 7-cétocholestérol associé ou non aux huiles d’argan et ou a ’a-
tocophérol sur I’activité des lysosomes des oligodendrocytes murins 158N .........ccevvennne. 177
Figure 62: Effet de 7-cétocholestérol associé ou non aux huiles d’argan et ou a 1’a-tocophérol
sur I’intégrité¢ de la membrane cytoplasmique des oligodendrocytes murins 158N .............. 179
Figure 63: Effet du chlorure d’aluminium associé ou non avec les huiles d’argan, a I’a-
tocophérol, schotténol, spinastérol et 1’acide férulique sur I’intégrit¢ de la menbrane

cytoplasmique des oligodendrocytes muring 158N..........cccveiiiiiiiiiie i 181
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../../salim.dourik/Downloads/2017%2002%2007%20Mémoire%20de%20thèse%20Asmaa%20Badreddine%20-%20Corrigé%20après%20soutenance%20GL%20(1).doc#_Toc474347721
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../../salim.dourik/Downloads/2017%2002%2007%20Mémoire%20de%20thèse%20Asmaa%20Badreddine%20-%20Corrigé%20après%20soutenance%20GL%20(1).doc#_Toc474347729
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Liste des abréviations







AAPH : o,a-Azodiisobutyramidine dihydrochloride
24S-OHC : 24(S)-hydroxycholestérol
27-OHC : 27-hydroxycholestérol

4-HNE : Hydroxynonenal

7KC : 7-cétocholestérol

ADP : Adénosine diphosphate

AGLC : Acides gras a longue chaine

AGMI : Acide gras monoinsaturé

AGPI : Acide gras polyinsaturé

AGTLC : Acide gras a trés longue chaine

Al : Aluminium

ALAT : Alanine aminotransférase

AICI; : Chlorure d'Aluminium

AO : Acridine orange

AOAC: The Association of Analytical Communities
APP : Amyloid Precursor Protein

As : Arsenic

ASAT : Aspartate aminotransférase

ATP : Adénosine tri-phosphate

BSTFA : Bis-triméthylsilyl-trifluoroacétamide
CAT : Catalase

Cd : Cadmium

CMHII : Complexe majeur histocompatibilité type 11
Ct : Cycle Thershold

Cu : Cuivre

DHA : Acide docosahexaénoique

DHE : Dihydroethidine

DiOCg(3) : 3,3'-dihexyloxacarbocyanine iodide
DL : Dose létale

DLT : Dépression a long terme

DMEM : Dulbecco's Modified Eagle's Medium
DMF : Diméthyle fumarate



DMSO : Diméthylsulfoxyde

DNF : Dégénérescence neurofibrillaire
DPPH : Diphényl picryl-hydrayl

DTNB : 5-5’-dithiobis (acide -2- nitrobenzoique)
EAG : Acide gallique

EBr : Extrait brut

EDTA : Acide éthyléne diamine tétraacétique
ELi : Extrait Lipidique

ENI : Extrait non lipidique

EQ : Equivalent quercétine

ERO : Espece réactive de lI'oxygene
FADH; : Flavine Adénine Dinucléotide Hydrogénée
Fe : Fer

Fe®* : Fer ferrique

FRAP : Pouvoir reducteur de fer

GPx : Glutathion Peroxydase

GSH: Gluthation reduit

GSSG : Gluthation oxydé

H,0, : Eau oxygénée

HDL : Light density lipoprotein

HT : Hormones thyroidiennes

IP : lodure de propidium

Jr: Jour

LDL : Low density lipoprotein

LXR : Liver X Receptor

m : Métre

MA : Maladie d'Alzheimer

MAPs : Microtubule associated protein
MCT : Mémoire & court terme

MDA : Malonaldialdéhyde

MFP2 : Multifunctional protein-2

MLT : Mémoire a long terme

Mn : Manganese

Morin : 2',3,4',5,7-Pentahydroxyflavone



MS : Matiére séche

MTT : 3 [4,5-diméthylthiazol-2-yl] -2,5-diphényltétrazolium bromure
NADH : Nicotinamide Adénine Dinucléotide Hydrogéné
NADPH : Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate-oxydase
NBT : Nitro Bleu de Tétrazolium

O?*~ : Anion superoxyde

OL : Oligodendrocytes

OPCs : Précurseurs des oligodendrocytes

Pb : Plomb

PBS : Phosphate Buffer Salin

PFA : Paraformaldéhyde

PHFs : Paired Helical Filaments

PLT : Potentialisation a long terme

PMP : Protéines membranaires du peroxysome

PPAR : Peroxysome Proliferator Activated Receptor

gPCR : Quantitative Polymerase Chain Reaction

RT-gPCR : Reverse Transcriptase- Polymerase Chain Reaction
SOD : Superoxyde Dismutase

SVF : Sérum de Veau Foetal

TBARS: Acide thiobarbiturique

TBS : Tampon Tris Salin

TCA : Acide tricholoacétique

TMCS : Trimethylchlorosilane

Zn : Zinc



Sommuaire




B.

A Publications de ReCNErChe ..o 1
B. Communications présentées a des Congres Nationaux et Internationaux........... 2
- Communication affichée 1 .........ccccoiiiiiiii s 3
- Communication affiChée 2 ..o 4
Synthése BiblographigUE ..........cooiiiiiiiieee e 1
l. ARGANIER ET HUILES D’ARGAN .....oooiiiiiiii e 1
Culture de ’arganier ..............cccocoviiiiiii s 1

L. HISTOTIQUE ..ot bbbttt bbbt bttt 1
2. Aire de répartition geographiQUE .........cccerveiierieirerieee e 3
3. Classification et description BOtaNIQUE..........c.ccveiieiiiieceee e 5
4. Intérét et usage MUILIPIE ....cove e e 8
4.1 INEEret COIOGIGUE ... ecuieeieiieieiee et 8

4.2 INEErEt ECONOMIGUE ....veveeeiieieieeieie sttt ettt ene e 8
Extraction d’arganier ..............cccccoiiiiiiiiiiii 10

1. Extraction de I’huile d’argan ............ccoceiiiiiiiiiiii 10
1.1 Extraction traditionnelle ...........coviieieeii e 10

1.2 Extraction par presse MECANIQUE .........cuvrueeeeeierieeeeniesieeete e eene s 12

1.3 Extraction par solvant OrganigUe.........cccovueveeireriesieerie e sie e see e e 13

2. Phytochimie de I’huile d’argan............c.ccooviiiiiiiiiiii 14
2.1 Caractéristiques phySICOCNIMIQUES ........ccceiieriiieiseieeeese e 14

2.2 ComPOSItION CRIMIQUE .......oiviiiiiiitiiieiee e 14

3. Utilisation de I’huile d’argan ... 19
4. Vertus de ’huile d’argan ..o 20
4.1  Préventions des maladies cardiovasCulaires............ccoovvvvienenencncneseeeees 20

4.2 Prévention du dIaDELE .........ccviiiiiee e 21

4.3  Prévention du cancer de 1a prostate...........ccccceeveeiiiieieecic s 22

4.4  Huile d’argan en dermocoSMELIQUE. .........ccviriiiiiiiiiiiieiiieese e 23

4.5  Prévention des maladies NeUrOdEgENEratiVES...........ccccvevveieeiieciie s, 23

4.6  Influence sur le profil hormonal de la thyroide...........cceoeveiiiiie i, 26



3.

4.

4.7 Influence sur le systeme IMMUNITAITE........c.cccveieerieiiere e 26

4.8  Propriétés d’anaphylaxie .........cccoceiiiiiiiiiiiiiic s 27
SYSTEME NERVEUX CENTRAL ...t 28
GNEBTANITE. ..ottt bbbt b ettt eas 28
Bases biologiques de 1a MEMOITE ..........covieiieiece e 29
Cellules gliales du systéme Nerveux CENtral..........ccoooveiiereienieieieee e 31

3.1 Les cellules MICroghiales ..........coooiiiiiiiiiiiiiie e 32

3.2 LS ASITOCYLES .vveieitie ettt sttt ettt 33

3.3 LeS OligOaENUIOCYLES. ... .ciueeiiciiecieeie ettt 35

3.1 Les cellules EPENdYMAITES. ......cccoiviirierieieesie et 39
CONTEXTE DE LA MALADIE D’ALZHEIMER ..............cccccooiiviiiiieiiiee e, 40
Maladie d’Alzheimer : Une dEMENCE aMNESIQUE........cverreerieeriesrieiieeiesee e eee e 40

1.1 Définition de 1a ABMENCE.......ccuoiiiiiiieee e 40

1.2 EPIdEMIOIOGIE ..o e 41

1.3 Manifestation CHNIQUE.........ccuiiiiiiieec e 42

1.4 PhysSiopatholOgie .......ccvviiiiie e 43

1.5  Plagques amyIOTUES ......cecviiieieee et 45

1.6 Dégénérescence neurofibrillaire. ... 48

1.7  Les facteurs de risque de la maladie d’ Alzheimer ..............cccovviiiiiiiicinnnn. 52

1.8  Modéle d’étude de la maladie d’ Alzheimer .........ccccovvveiiiiiiiiin e, 54

1.9  Traitements de la maladie d’ AlZheimer ..........ccoovviiieieieieie e, 57
Aluminium et maladie d’ AlZheImer..........cccceovviiiiii i 58

A R =T 1111 v 10 ) PSPPSR 58

2.2  L’aluminium dans ’€nvironnement ...........cceevueeiiieeiiieesiiesssnesssireessieeesseeeenns 59

2.3 Absorption de P AIUMINIUM .....cocviiiiiiiiiiici e 61

2.4 Transport et distribution de I’aluminium ..........ccccerveiiniinieniic e 64

2.5  Elimination de I’aluminium ...........cccoiiieiiiiiiiiiec e 65

2.6 Implication de I’aluminuim dans la maladie d’Alzheimer.............c.cccocrniennene, 66
Implication des mitochondries dans la maladie d’Alzheimer .............cccoviiiiienenn, 68

3.1  Structure et fonctionnement des mitoChoNdries...........ccoovvieieniiiin e, 68

3.2 Dysfonction mitochondriale et maladie d’ Alzheimer ...........cccoceveiieiiinniennnnne, 70
Implication des peroxysomes dans la maladie d’ Alzheimer ...........cccccevvviiiinennnen. 72

4.1  Structure et fonctionnement des PEroXYSOMES........cceereeruererrerieeseesieeeesieeseenns 72



4.2 B-0Xydation PEroXYSOMAIE ........ccceevuiiiiiieiie e 74

4.3  Dysfonctionement peroxysomale et maladie d’Alzheimer ............ccoocvveeiienenn 79

5. Stress oxydatif et maladie d’ Alzheimer............ccooeiiiiiiiiiii 81
5.1  Stress oxydatif et systemes de défense..........ccvvvevviie i 81

5.2  Dommage cellulaire induit par le stress oxydant ............ccccccevveveieeieeresiennnn, 83

5.3 Dommage cellulaire induit par le stress oXydant ............ccocerevinieeneniiesennnenn, 83

5.4  Implication du stress oxydatif dans la maladie d’Alzheimer ............c.cccoeennee. 84

6. Cholestérol et NEUrOJEPENEIESCENCE. .......ccvvereeieeeieeieeree e seete e ste et eesreenee e, 86
6.1  Structure du cholestérol et OXYSLErOIS .......c.ccvveiiviieiiece e 86

6.1  Stress oxydatif et OXYSEIOIS. .......cccoiiiiiiiiierieeee e 87

6.2  Implication du cholestérol dans la maladie d’ Alzheimer.............cccoevvevivvenennn, 88

7.  Mort cellulaire et maladie d’ AIZhEIMeT...........ccoeeiiiiiiiiic e 90
7.1 GENETANTE ... 90

7.2 APOPLOSE. ... ettt ettt e bt 91

7.1 AULOPNAGIE ..o 93

7.1 INECIOSE ...t 95

7.2 Types de mort cellulaire et maladie d’Alzheimer ............cccceevviiiiiiiiiiiiicnnn, 95
Objectifs et Modéles d’Etude................coooiiiiiiiiii e 97
MaLEFIelS T METNOTES ..o 99
. ARGANIER ET HUILES D’ARGAN ......ccooiiiiiiiii e 99
O AN (o= 0T 1= SRS 99
1.1  Préparation des extraits d”Argania SPINOSa ........cccervrrervrererereeerereseeeseeeneees 99

1.2  Détermination des propriétés chimiques des extraits d’Argania spinosa......... 100

1.3  Dosage des métabolites secondaires des extraits d’ Argania spinosa............... 102

1.4  Potentiels antioxydants des extraits d’arganier ...........ccccveeerveriiieeiieciininennnnn 103

2. HUIE A ATGAN ..o s 106
2.1  Préparation de I’huile d’argan ...........ccoceeiiiiiiiiniiiie e 106

2.2  Etude de la composition chimique de I"huile d’argan............ccccceviiieiiiicnnn, 107

1. MODELE CELLULAIRE ..ot 112
1. Lign@e CEIIUIAIIE ...c.eeeeiceceee e 112
2. Culture des CellUIES. ..o 112
3. Traitement des CellUIES ... 113
4. Analyse de la morphologie Cellulaire ............ccooveiiiiiiiii 114



4.1  Analyse de la morphologie cellulaire par microscopie en contraste de phase . 114

4.2  Analyse de la morphologie nucléaire par microscopie a fluorescence apres

coloration au HOBCNSE 33342........cooiiiiieeee e 114
5. Effet sur la viabilité CEHUIAITE .........cccoiiiiiiicc e, 114
5.1  Numération cellulaire en présence de bleu trypan ...........ccccoveviieieiieivenenn, 114
5.2  Quantification des cellules adhérentes par coloration au crystal violet ........... 115

5.3  Evaluation de la mortalité cellulaire par coloration a I’iodure de propidium .. 115
6. Effet sur ’activité mitochondriale des cellules 158N........ccccccvvviiiiiiiiiiiiic i, 116
6.1 Mesure du potentiel transmembranaire mitochondrial par coloration au 3,3'
dihexyloxacarbocyanine iodide (DIOCg(3)) ... ueeeerrerverreriirieriinieieiiese s 116
6.2  Mesure de ’activité mitochondriale et/ou de la prolifération cellulaire par le test

MTT 116

7. Effet sur Stress OXYdatif.........cccvoviiiiiicii s 117
7.1 Evaluation de la production d’anions superoxydes intracellulaires et
MITOCNONAITAUX . .....cvvteect e 117

8. Coloration des lysosomes par I’acriding orange...........ccoccovvveriiiiiieiiniciieneseenes 118

9. Evaluation de 1’accumulation du chlorure d’aluminium par la coloration au Morin

HYAEAEE ...ttt b bbbttt 119
9.1 Détermination de la concentration de 1’aluminium dans les cellules............... 119
10.  Quantification des protéines par western blot.............cccoveveiiiii v 120
10.1 Extraits des extraits ProteineS........ccccoveiiiieiieie e 120
10.2  DO0Sage UES PrOtRINES .....cueeveeirierirteieieeie sttt ettt 120
10.3 Electrophorese des protéines en conditions dénaturantes ..............cccevevvevennene 121
10.4  Migration des PrOtEINES........cccveiieiiiiieie et sae e nae s 122
10.5 Transfert des proéines Sur MeMDBIANE..........cccovevieiieieeie e 122
11, RTAOPCR ettt ettt st b et e et st e e sreeanbeenree s 123
11,1 Extraction d’ARN .....oooiiiiiiii et 123
11.2 D0Sage deS ARN ....oiiiiiiiii et 124
11.3 RT-PCR: Reverse Transcriptase- Polymerase Chain Reaction........................ 124
11.4 gPCR: Quantitative Polymerase Chain Reaction............cccccceevvevieiieeiiecinennn, 125
11.5 Analyse des résultats de PCR.........ccoooiiiiiiiiiie e 126
I, MODELE ANIMAL ...oooi ettt nee e e e 127

1. Conditions d’EleVAZE .......c.oiviiiiiiiiicii e 127



1.1 Conditions eXPEriMENTAIES ...........ccueiieiieie e 127

1.2 Préparation des aliments..........ccoiiiiiiiiiniiie e 127
1.3 TraitemMent deS FALS ....cceeiviiieiieiie ettt nre s 127
2. Controle du Poids dES FALS .....ccvveeeiieeeeie e 130
3. Etude de comportement des ralS.........cccccvevveiieieerie e 130
3.1  Procédure de labyrinthe aquatique de Morris (water maze)..........cc.ccocvevvereenen. 130
3.2 Procédure de labyrinthe 8 bras (arm mMaze)..........ccocveeveieererene e 132
4, SACHITICE UES TALS ....viivieiieieie ettt 134
4.1 Prélevements deS OFQANES.......cc.coiueieeieiieieeieseesteeste s e sre e te e e e eneenes 134
5. Dosage des parameétres plasmatiques chez le rat...........ccocovveveievenese s, 135
6. Dosages d’activités enzymatique chez le rat ...........ceeviiiiiiiiiic e 135
6.1  Préparation des NOMOGENALS.........cccveiiiiiiicie e 135
6.2  Dosage des activités enzymatiques des marqueurs de stress oxydatif ............. 135

7. Détermination de la teneur en aluminium par la spectroscopie d’émission atomique

par plasma & coulage iNdUCLIf (ICP-AES)........ccccoiiiiiiiiiiereese e 138
8. Effet sur la fragmentation d’ADN .......ccooiiiiiiiiiiiie e 139
8.1  EXtraction de PADN ..o e 139

8.2 D0SaZe de PADN ...iiiiiiieiiee s 139

0. Gl A AZATOSE ...ttt 139
10.  Coupes NIStOIOGIGUES .......eeveerieieiecie ettt sae s 140
RESUITALS ... 143
. Caractérisation de ’arganier et de I’huile d’argan ... 143
Lo ATQANIET et bbbttt bbbt 143
1.1  Détermination des paramétres chimiques de differentes parties d’Argania

] 010 USRS RPPSPPURRP 143

1.2 Détermination des composes PhENOIIGUES .........ccovviiririenine i 143

1.3 Evaluation du pouvoir antioxydant des extraits d’arganier..............ccceeverveene. 148

2. L7huile d’argan ........cccoiiiiiieii s 152
2.1  Analyse des constituants chimiques de I’huile d’argan .............ccoccovvviiiinnn, 152

T INVITEO o 157
1. Evaluation de I’accumulation de I’ Aluminium cellulaire..............cccccvvviriiiiecnnn, 157

2. Effets du 7-cétocholestérol sur la prolifération cellulaire, le dysfonctionnement des

organites et 1a Mort CERHUIAIE ..o s 159



2.1  Effet de 7-cétocholestérol sur la prolifération...........c.cccccveveieeviiieiiese e, 159

3. Effets du 7-cetocholésterol sur les mitochondries............cccoovieiriieneinincicne 164
3.1  Evaluation de I’activité mitochondriale ............ccccocvveviieiiiiiiiiie e 164
3.2 Effet sur le potentiel transmenbranaire mitochondrial ................ccccceeveivenenne. 168

4. Effets du 7-cétocholestérol et du chlorure d’aluminium sur le stress oxydant........ 172

5. Evaluation des effets de 7-cétocholestérol sur I’intégrité des lysosomes................ 176

6. Caractérisation de la mort cellulaire induite par le 7-cétocholestérol et le chlorure
A’ AIUMINIUIN ..o s e e e e e e e st e e e s nbr e e e e e nteeeeesnrneeeeans 177

6.1 Evaluation de I’intégrit¢ de membrane cytoplasmique par coloration a 1’iodure

A8 PrOPIATUM L.ttt 177
6.2  Effet du 7-cétocholestérol sur la fragmentation nucléaire..............cccocerennene. 182
6.3  Effets du 7-cétocholestérol sur I’apoptose et I’autophagie ...........c.cevvrvrreeneen. 183

7. Impact du 7-cétocholestérol sur le niveau d’expression de géne peroxysomale :

ABCD1, ABCD3, ACOX1, MFP2 et PPARQ......cccueiiiiiiiiiiierie e 186
FEE. TN VIVO bbb 189
1. Accumulation de chlorure d’aluminium dans I’hippocampe, cortex et foie ........... 189

1. Effet de I’huile d’argan et du chlorure d’aluminium sur I’évolution du poids corporel
190

2. Effet de I’huile d’argan et le chlorure d’aluminium sur le comportement.............. 190

2.1  Effet de I’huile d’argan et du chlorure d’aluminium sur la capacité mémorative

au cours du labyrinthe radial & 8 Dras..........cccooeiiiiiieiiiesee e, 191

2.2  Effet de I’huile d’argan et du chlorure d’aluminium sur la capacité mémorative

au cours du labyrinthe de MOITIS..........coiiiiiiiic e 193

3. Effet de I’huile d’argan et du chlorure d’aluminium sur la masse relative des organes

195
3.1  Variation de la masse relative du foie, rein, rate et poUMONS ..........cccevveeenee. 195
3.2 Variation de la masse relative du cerveau, testicules, coeur et pancréas ........ 197

4. Effet de I’huile d’argan et du chlorure d’aluminium sur les paramétres plasmatiques

199
4.1  Effet sur le cholestérol total et les triglyCerides ..........coovvvviiiieniniiiieen, 199
4.2  Effet surla glyClmie .......cooov i 199

4.3  Effet sur les transaminases €1 IULEE ....oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 199



5. Effet de I’huile d’argan et du chlorure d’aluminium sur P’activit¢ des enzymes du

SEFESS OXYUALIT ... 201
5.1 Incidence sur I’activité enzymatique de la catalase...........cccooeririiiiciiiicnns 201

5.2  Incidence sur I’activité enzymatique de superoxyde dismutase totale............. 203

5.3 Incidence sur I’activité enzymatique du glutathion peroxydase ............ccocuvnn. 205

5.4  Quantification du glutathion réduit ............ccccovevieiiiiiinierce e, 207

6. Fragmentation d’ADN .......cccoiiiiiiiiiiiii s 209
A 1151 0] [T =SSR 209
DISCUSSION ...ttt bbbt bbbttt ettt b b et b e nn e 210
l. Chapitre : Evaluation des paramétres chimiques d’Argania spinosa et de I’huile
d’argan et évaluation de leur potentiel anti-oXydant ................cccocvevevieniininnin e 210
1. Détermination de la teneur des polyphénols des extraits d’arganier..............coc...... 210
2. Détermination de la teneur de flavonoides des extraits d’arganier ..............ccune.. 211

3. Evaluation de ’activité antioxydante des extraits d’arganier par piégeage du radical

libre DPPH et rédUCtion du Fer..........ccoiiiiiicice e 212
4. Composition de 'huile d’argan ..........ccoocvvviiiiiiiiiii 213
Il.  Chapitre : Evaluation des effets protecteurs de I’huile d’argan sur la toxicité
induite par le 7-cétocholestérol et le chlorure d’aluminium................c.ccociiiinnnnn, 214

1. Evaluation des effets protecteurs de I’huile d’argan sur la cytotoxicité induite par le
7-cétocholestérol: effets sur les organites cellulaires (mitochondries, peroxysomes et
lysosomes) et sur I’activation de la mort cellulaire.............cccocevviiiiiiiiiiie 215
1.1  Effets du chlorure d’aluminium : accumulation, stress oxydatif et mort cellulaire
215
1.2  Effet du 7-cétocholestérol et du chlorure d’aluminium sur la mitochondrie et
Iactivation de la mort CEHUIAINE...........coviiiii s 217
1.3  Effet du 7-cétocholestérol sur les lysosomes et I’activation de la mort cellulaire
220
1.4  Effet du 7-cétocholestérol et du chlorure d’aluminium sur le stress oxydatif . 221
1.5  Effet du 7-cétocholestérol sur I’expression de marqueurs peroxysomaux....... 224
1.6 Evalutation des effets protecteurs de I’huile d’argan sur la toxicité induite par le

7-cétocholestérol et le chlorure d’aluminiumi........ooouveeeeee e 226

1.  Chapitre : Evaluation des effets de I’huile d’argan et du chlorure d’aluminium

sur le comportement des rats, le poids et les marqueurs du stress oxydant ............... 231



1.  Accumulation du chlorure d’aluminium dans le cerveau............cccoovriiiiiiiieennn, 231
2. Effet du chlorure d’aluminium sur le comportement des rats ..........ccceevvrvervrinene 233
3. Effet du chlorure d’aluminium sur le poids corporel des rats et la masse relative des
(o] o T [T SRS PR TP PR 235
4. Effet du chlorure d’aluminium sur les parametres plasmatiques .........cccocveerveeenne 236
5. Effet de I’huile d’argan et du chlorure d’aluminium sur les marqueurs du stress

(03 Q /0 - | ST RPR 238
CONCIUSION BT PEISPECTIVES .....cuvi ettt taeae e nre s 244

Références BibliographiqUES ...........coviiiiiii i 247



Introduction




Introduction

L’huile d’argan est extraite a partir du fruit de I’arganier, qui est un arbre endémique
du Maroc et représentant de la famille des Sapotacées. L’arganier est un arbre tres résistant a
la sécheresse et a la chaleur et qui pousse d’une fagon sauvage et en abondance dans les zones
arides et semi-arides du sud-ouest marocain. C’est un arbre qui est au ceeur de la vie sociale et
économique de plus de 3 millions de personnes, dont 2,2 millions en milieu rural. Il
représente une ressource précieuse pour 1’économie et 1’environnement, car il constitue 1’'un
des derniers remparts contre 1’avancée du désert. L’arganier est typiquement multi-usage, il
représente le pivot de systémes agroforestiers qui ont réussi jusqu’a maintenant a subvenir aux
besoins des habitants de ces zones fortement marquées par les aléas climatiques (Chaussod et
al., 2005). La disparition de I’arganier entraine inéluctablement la disparition de nombreuses
espéces, conduisant a une réduction du patrimoine génétique pour 1’arbre lui-méme ainsi que
pour les autres espéces animales et végétales. L'arganeraie est traditionnellement habitée par
la population Amazigh qui a développé a travers les ages, une maniére particuliere de vie
centrée sur l'arganier. Il a permis la création de plusieurs emplois via la création de
coopératives féminines qui pratiquent un travail fastidieux et manuel pour extraire 1’huile
d’argan avec minutie (la meule et les pierres). Ces femmes ont un savoir-faire ancestral qui a
été transmis de mere a fille afin de préserver cette tradition et valoriser leur produit local.
L’arganier permet une stabilité de la population ce qui limite 1’exode rurale. Deux catégories
d'huile d'argan existent: I’huile cosmétique provenant des amandes non torréfiées, et I'huile
alimentaire extraite a partir des amandes torréfiées. Les propriétés physico-chimiques de ces
deux types d'huile d'argan ont été bien étudiées (Matthaus et al., 2010 ; Hilali et al., 2005).
L’huile d’argan représente un produit international relativement nouveau, exportée
uniquement par le Maroc. Les distributeurs en Europe et en Amérique du Nord redistribuent
I'nuile dans le monde entier sur les marchés étrangers en Amérique du Nord, en Europe et en
Asie. En raison des propriétés uniques de I’huile d’argan, on peut supposer que les
exportations augmenteront dans I’avenir (Zougagh et al., 2011). Cette huile a été, depuis des
siecles, utilisée en médecine traditionnelle, notamment par les femmes berberes pour les soins
corporels et capillaires. Elle est dotée des proprietés cosmétiques contre I’acné, les vergetures,
les gercures, les bralures, les lentigos, les soins des ongles et des cheveux. Elle ralentit le
vieillissement cutané, et améliore I'hydratation. Son pouvoir hydratant et antioxydant
compense la dénutrition de la peau. Les qualités organoleptiques font de I'huile d'argan une

huile appréciée dans I'art culinaire. Ces différentes actions sont assurées par sa composition



chimique intéressante, riche en antioxydants, comme la vitamine E, molécules dotées de
fortes propriétés anti-oxydantes, ainsi que par la présence de polyphénols et de stérols
specifiques (Adlouni, 2010), qui sont capables de traverser la barriére hémato-encéphalique et
pourrait donc contribuer a prévenir la neurodégénérescence (Ferri et al., 2015 ; Saeed et al.,
2015). La forte teneur en tocophérol et la faible teneur en acide linolénique sont responsables
de sa résistance a I’oxydation. Les phospholipides de I’huile d'argan contribuent a la
préservation de I'huile (Gharby et al., 2012). Des études d’observations expérimentales et des
essais d’intervention ont montré que la consommation d’huile d’argan peut réduire le risque
cardiovasculaire a travers un mécanisme biologique passant par des actions sur la pression
artérielle, les lipides plasmatiques et le statut antioxydant (Adlouni, 2010). L’huile d’argan a
également montré qu’elle présente un effet hypocholestérolémiante (Cherki et al., 2005),
antioxydant (Drissi et al., 2004), anti-diabete (Bellahcen et al, 2013) et un effet
antiprolifératif sur des lignées cancéreuses humaines de prostate (Drissi et al., 2006 ;
Bennani et al., 2007).

Actuellement, 1’intérét pour I’huile d’argan et pour ses effets physiologiques s’est
considérablement développé, ce qui a eu pour résultat, de faire passer le statut de cette huile
d’un produit alimentaire diététique a celui d’un produit treés prisé pour ces qualités anti-
oxydantes et nutritionnelles. En effet, la neuroprotection par les antioxydants a donc suscité
beaucoup d’intérét. Bien qu’ils soient présents en petite quantité, ces antioxydants jouent un
role spéctaculaire dans des processus physiopathologiques conduisant au vieillissement
tissulaire, a 1’athéosclérose et au cancer. La majorité des recherches sur le rdle des
antioxydants alimentaires dans la fonction neurologique et dans certaines maladies liées a
1’4ge est centrée sur la vitamine E. Il a été démontré que la vitamine E a un role essentiel dans
le maintien de la fonction neurologique. La supplémentation par voie orale de la vitamine E
atteint le liquide céphalorachidien et le cerveau (Sen et al., 2004). La teneur élevée des
tocophérols dans 1’huile d’argan lui confére certains effets protecteurs contre les maladies
neurodégéneératives. La composition de I’huile d’argan a déclenché des travaux de recherche
afin de susciter I’utilisation de I’huile d’argan comme produit pharmacologique. A I'heure

actuelle, son bénéfice sur les cellules nerveuses ne sont pas connus.

Le cholestérol est une molécule essentielle au niveau cérébral. Le cerveau est I'organe
le plus riche en cholestérol dans le corps, il n’est donc pas surprenant qu’il contienne des
oxysteérols, et qu’il doit étre étroitement régulé (Bjorkhem and Meaney, 2004 ; Ragot et al.,

2011), et par consequent, des altérations du metabolisme du cholestérol peuvent conduire a



des niveaux cérébraux anormaux des oxystérols qui peuvent étre formés par voie enzymatique
ou par auto-oxydation (Nelson et al., 2004 ; luliano, 2011 ; Yin et al., 2011). Cela peut
contribuer a certaines maladies neurologiques, comme la maladie d'Alzheimer (MA). Jusqu'a
ce jour, la pathogenése de la maladie d’alzheimer (décrite en 1906 par le neurologue allemand
Alois Alzheimer) est encore mal comprise, mais plusieurs études supposent un lien entre les
troubles du métabolisme des lipides et MA (Zarrouk et al., 2016a). La MA est une maladie
neurodégénérative progressive et irréversible caractérisée par une perte neuronale dans
I'nippocampe, le cortex entorhinal et le cortex associé, ce qui conduit a un déclin cognitif qui
se manifeste comme une démence (Schaeffer et al., 2009). Un élément clé dans la
pathogenése de la MA est I'accumulation et dépbt extracellulaire des « plaques séniles » de
I'amyloide-B (AR 1-42), dérivé de la protéine précurseur de lI'amyloide (Geschwind, 2003).
Ceci est suivi par la formation d'enchevétrements neurofibrillaires intraneuronaux de la
protéine tau hyperphosphorylée associée aux microtubules (Hardy and Higgins, 1992). La
MA a été classée comme étant principalement un trouble neuronal, mais elle affecte non
seulement les neurones, 50% de tous les cas de la MA montrent une perte des
oligodendrocytes et d'autres substances blanches, potentiellement due a I'excitotoxicité du
glutamate et le stress oxydatif (Brun and Englund, 1986 ; Mattson, 2008). Des études ont
fourni des arguments qui montrent qu’une augmentation du stress oxydatif a été¢ enregistrée
dans le cerveau des patients Alzheimer, cela pourrait avoir un rdle dans la dégénéresence des

neurones et la mort cellulaire (Markesbery, 1997 ; Markesbery and Ehmann, 1993).

Un certain nombre de théories sur les causes de la maladie d’alzheimer ont été
avancées et sont actuellement évaluées. Elles mettent en cause en particulier des facteurs
génétiques, des protéines anormales, des agents infectieux, des facteurs environnementaux
comme la présence d’aluminium ou d’autres métaux, et des changements métaboliques. Parmi
les facteurs de risque associés a la MA, la perturbation du métabolisme du cholestérol
entrainant une diminution de la synthése de la 24S-hydroxycholestérol (considéré comme un
marqueur des neurones métaboliquement actives) via CYP46A1 semble aussi contribuer
(Leoni and Caccia, 2011). La diminution de 24S - hydroxycholestérol dans le plasma est
associé a la sévérité de la démence et de l'atrophie du cerveau (Solomon et al., 2009).
Toutefois, l'augmentation des niveaux de 24S-hydroxycholestérol (24S-OHC) exercent
également une activité neurotoxique (Kolsh et al., 1999 ; Noguchi et al., 2015). Le 7-
cétocholestérol (7KC) résultant de I'auto-oxydation du cholestérol (luliano, 2011) et qui peut

étre formé en conséquence de stress oxydatif et souvent observé dans la MA (Vaya and



Schipper, 2007; Baarine et al., 2012) et d'autres grandes maladies neurodegénératives telles
que X-linked adrénoleucodystrophie (X-ALD), la sclérose en plaques et la maladie Niemann-
Pick (Leoni et al., 2005 ; Mukhopadhyay et al., 2016 ; Zhornitsky et al., 2016 ; Nury et
al., 2016). Des niveaux accrus du 7KC dans le liquide céphalorachidien (LCR) et/ou dans le
plasma des patients pourraient étre un marqueur biochimique putatif de la dégradation des
cellules nerveuses, y compris les oligodendrocytes. Sur divers types de cellules, en particulier
sur les oligodendrocytes, qui sont des cellules synthétisant la myéline, le 7KC est connu pour
déclencher un mode complexe de la mort cellulaire (oxiapoptophagie) associée au stress
oxydatif et des dysfonctionnements mitochondriaux conduisant a I'apoptose et 1’autophagie
(Monier et al., 2003; Nury et al., 2014; Nury et al., 2015). Sur les cellules U937 monocytes
humains, le 7KC a également été montré pour déclencher des processus inflammatoires, y
compris une amélioration de cytokines inflammatoires (Vejux and Lizard, 2009). Ainsi, des
niveaux accrus du 7KC dans le liquide céphalo-rachidien pourraient constituer un facteur de
risque contribuant & une démyélinisation via ses activités pro-inflammatoires et pro-

oxydantes, mais aussi par sa capacité a déclencher la mort cellulaire.

Un autre facteur associé a la MA est I’ Aluminium (Al). L’ Al est bien connu depuis les
100 derniéres annees pour sa neurotoxicité (Oshima et al., 2013). C’est le facteur de risque
majeur pour la cause et le développement de la maladie d'Alzheimer, la sclérose latérale
amyotrophique et la maladie de Parkinson (Singla and Dhawan, 2014). La relation entre
I’Al et la MA a, en fait, été établi lorsque différentes études ont rapporté que ce métal, injecté
en intracérébral, induisait la formation de dégénérescences neurofibrillaires dans le cerveau de
différents animaux. Par ailleurs, la présence de I’Al dans le cerveau pourrait renforcer des
événements oxydants et inflammatoires, menant aux dommages tissulaires (Campbell, 2002).
Il est bien connu que la sévérité et I'évolution clinique de l'intoxication aux métaux dépend
principalement de la dose, la voie et la durée d'exposition ainsi que de différentes espéces. En

dépit de ces observations, le role causal de 1I’Al dans la MA a été bien étudié.

La recherche actuelle porte essentiellement sur 1’étude des molécules antioxydantes
d’origine naturelle. Notre étude s’inscrit dans cette optique et consiste a faire dans un premier
temps un criblage phytochimique et une évaluation de I’activité antioxydante des extraits de
différentes parties d’Argania spinosa et dans un second temps, étudier la composition de
I’huile d’argan en terme de tocophérols, stérols, polyphénols.... Cette caractérisation de
I’arganier et de I’huile d’argan nous a parue utile pour notre étude in vivo et in vitro. Et donc,

afin de préciser la part prise par le 7KC et I’Al dans la neurodégénéréscence et



particuliérement dans la maladie d’alzheimer, 1’huile d’argan ou certains de ses composants
s’opposent, entre autres, aux effets délétéres induits par le 7KC et I’Al (activités pro-
oxydantes, induction de mort cellulaire,...). Des études ont été réalisées in vitro sur des
cellules d’oligodendrocytes murins 158N et in vivo sur des rats Wistar. Les résultats révelent
une nouvelle activité biologique de I’huile d’argan sur des cellules nerveuses qui pourrait
avoir de I’intérét pour prévenir les maladies neurodégénératives. De nos jours, aucune étude
sur I’effet protecteur de 1’huile d’argan contre les maladies neurodégénératives n’a été mise en
évidence. Il est donc, possible d’envisager une alimentation contrdlée ou fonctionnelle avec
I’huile d’argan (ou certains de ses composés) afin de prévenir certaines formes de
neurodégénérescences comme la maladie d’Alzheimer.

Le travail de la présente These s’inscrit dans le cadre de la continuité des séries de
recherches thérapeutiques visant a utiliser des molécules naturelles issues de 1’arganier pour
pallier a la neurotoxicité induite par le 7KC et I’AlCl3. Les travaux de Thése ont été dirigés
selon deux volets complémentaires.

o Le premier volet a consisté en une analayse phytochimique de différentes
parties d’arganier permettant de caractériser les extraits et molécules naturelles (huiles

d’argan et certains constituants) dotés d’une activité antioxydante et /ou chélatrice du fer.

. Le second volet a consisté a tester les extraits d’arganier (huile, molécules
(phytostérols et VitE en particulier)) sur un modele animal (rat) et sur un modele cellulaire :
d’oligodendrocytes murins 158N, pour tenter d’évaluer les effets protecteurs contre la

neurotoxicité induite par le 7KC et I’ AICls.
Pour présenter ces deux volets, le manuscrit est organisé en 5 parties :

o La premiere partie « Etude Bibliographique » détaillant en premier lieu I’arganier, le
contexte économique de la filiere, les différents procédés d’extraction de 1’huile d’argan, sa
composition chimique et les bienfaits nutritionnels. Cette partie présente également les
différentes notions du systeme nerveux central, les bases biologiques de la mémoire dans le
contexte des maladies neurodégénératives, comme la maladie d’Alzheimer ; elle s’achéve par

les mécanismes du métabolisme du chlorure d’aluminium et du 7KC.

o La deuxiéme partie « Objectif et Modéles d’Etude » éclaircit les approches et

le choix des modeles utilisés.

o La troisiéme partie « Matériels et Méthodes » détaille les méthodologies

utilisees pour les différentes analyses effectuées.



. La quatrieme partie « Résultats » présente les résultats obtenus.

o La cinquieme partie est une « Discussion » vis-a-vis des résultats scientifiques

obtenus par les autres chercheurs.

o La derniere partie « Conclusion et Perspectives » résume les points forts de

I’étude et aborde les perspectives qui s’y rapportent.
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Synthése Bibliographique

I. ARGANIER ET HUILES D’ARGAN
B. Culture de ’arganier

1. Historique

L’historique de I’arganier est bien présenté dans I’ouvrage « Arganier » de M’hirit et
ses collaborateurs (M’hirit et al., 1989).

Les premiers a avoir mentionné 1’existence de cet arbre remarquable au Marghreb sont
les géographes et savants arabes. En effet, aux Xéme, Xléme, Xlleme siécle, les usages du
fruit d’arganier ont été relatés par Ali-lbn-Rodhoan, El Bechri et El Idrissi. Au Xllle siécle et
plus précisément vers 1219, le célébre médecin égyptien, Ibn-Al-Baytar, dans son ouvrage
« Traité des simples » traduit en francais par le Dr Leclerc en (1877-1883), parle de I’arganier
et le décrit comme «un arbre de haute taille, épineux, donnant un fruit du volume d’une
amande et contenant un noyau que 1’on recueille, I’on triture et dont on extrait 1’huile pour

I’employer dans les préparations alimentaires ».

En 1515, Hassan Ben Mohammed Al Ouazzan, dans sa description de 1’ Afrique (Jean-
Léon I’ Africain), a parlé de I’huile d’argan comme étant d’'une mauvaise odeur et servant pour
I’alimentation et 1’éclairage. En 1906, Gentil précise que, dans la région d’Essouira et dans la
vallée de I’Asif-N-Ait-Moussa, la répartition de I’arganier est liée aux conditions

hygromeétriques et thermiques du littoral atlantique.

Des sources ont montré que les Phéniciens ont connu ’arbre et I’ont exploité pour en
extraire ces huiles (particulierement dans la région d’Essaouira).

En outre, les récits des voyageurs et des agents consulaires anglais au Maroc, au 18°™
siecle, révelent que les foréts d’arganier étaient trés denses et s’étendaient d’Ouadai au Nord

de Safi, aux confins du Sahara.

1737, Carl Von Linne a baptisé 1’arganier, et a donné a partir d’échantillons desséchés
et sans fleurs la description spécifique de 1’espéce dans son Hortus cliffortianus, sous le nom

de Sideroxylon Spinosun L du genre Rhammus (Sapotacées).

En 1791, au Maroc, Schousboe, Consul Danois, publie ses observations sur la flore

marocaine et en particulier sur ’arganier. En 1801, de nombreux auteurs tels Correa de Serra




Chapitre | : Arganier Synthése Bibliographique

(1806), De Candolle (1844), Vicomté de Noe (1853) et Engler (1897) ont précise et détaillé

les caracteres morphologiques de I’arbre.

En 1888, Cotton isole un principe actif a partir du tourteau du fruit de ’arbre et

I’identifie comme mélange de saponines et 1’appelle arganine.

En 1924, Emberger définit la distribution géographique de 1’arganier dans la région de
Rammani et plus précisément dans le bassin supérieur d’Oued Grou. La méme année, les
travaux de Braun-Blanquet et Maire sur la végétation et la flore marocaine définissent et

individualisent un secteur biogéographique a arganier.

En 1925, Emberger a découvert un autre flot sur le versant nord du massif montagneux

des Beni Snassen, non loin d’Ouajda.

En 1926, Lamaire publie a la suite de ses missions dans la région de Souss un premier
article sur la végeétation du Sud-ouest marocain, citant deux types d’arganeraies : celle a
Euphorbia Echinus du littoral atlantique et celle a Hesperola Barum Platycarpum (Maire) des
montagnes d’Adar — ou - Amane ébauchant ainsi la premiére classification d’arganeraie des

plaines et des montagnes.

Enl1929, Battino s’intéresse a I’huile d’argan et a d’autres produits de 1’arganier
notamment 1’arganine isolée par Cotton et a laquelle il préte une action 1énolytique in vivo et

in vitro.

En 1938, Emberger publie "Les chévres et l'arganier” tandis qu'en 1965, Monnier,
ingénieur des Eaux et Foréts montre déja que I'exploitation abusive et le défrichement sont les

deux principaux dangers qui guettent lI'arganier.

En 1939, ce méme auteur publie I’ouvrage « Apergu général sur la végétation du
Maroc » qui reste jusqu’a nos jours, une référence botanique et écologique synthétique d’un

grand intérét pour le Maroc septentrional.

En 1981, Biondi a permis la découverte en Sardaigne d’un bois fossile datant du
Tertiaire ayant conduit a la description du genre Aganioxylon, dont les affinités avec
I’arganier sont importantes. Cette donnée révele sur le plan historique que les Sapotacées
auraient occupé des surfaces tres étendues pendant le Tertiaire et que leur disparition et
régression, comme le cas pour I’arganier, seraient liées aux bouleversements climatiques du

Quaternaire.
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2. Aire de répartition géographique

L’arganeraie marocaine est subdivisée selon Boudy (1950) en trois blocs distincts : le
premier englobe les boisements des Chiadma au nord d’Essaouira ou 1’espéce apparait sous
forme de grandes taches pouvant atteindre chacune plusieurs milliers d’hectares, le second se
situe au sud d’Essaouira et plus particuliérement sur les plateaux des Haha et au niveau de la
région de Tamanar. Le troisieme correspond a celui de la région d’Agadir, essentiellement
dans la plaine de Souss et sur les versants de Haut-Atlas et de 1’ Anti-Atlas (M’hirit et al.,
1989).

L’arganier est un arbre endémique du Maroc, représentant de la famille des
Sapotacées. Il est localisé principalement dans les zones arides et semi-arides du Sud-Ouest
marocain, ou' il s’étend sur une superficie de 828 000 ha (Guillaume and Charrouf, 2011).
Sa superficie actuelle le place parmi les toutes premiere essences forestieres au Maroc ou il
n’est devancé que par le chéne vert (Quercus rotundifolia L) avec 1 364 100 ha, le thuya
(Tetraclinis articulata Benth), essence trés étendue au Maroc aussi, n’occupe que le troisiéme
rang aprés ’arganier avec une surface évaluée a 607 900 ha. Il se localise essentiellement
dans le sud-ouest du Maroc, le long du littoral océanique, depuis 1’embouchure de I’oued
Tensift au nord, jusqu’a I’embouchure de 1’oued Draa au sud (Figure 1). L’arganier se
développe aussi dans la plaine du Souss, sur le versant sud du Haut-Atlas occidental et sur les
versants septentrionaux et méridionaux de 1’Anti-Atlas occidental jusqu’a des altitudes de 1
300-1 500 m (Msanda, 2005). Au-dela de cette localisation géographique, deux petites aires
d’arganier sont répertoriées dans la haute vallée Grou au sud-est de Rabat et dans le piémont
nord-ouest des Béni-Snassen, prés d’Oujda (El Mousadik and Petit, 1996).
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Figure 1: Aire de répartition de I’arganier au Maroc. A: Carte du Maroc situant la répartition de ’arganier le long du littoral
océanique marocain. B: Agrandissement de la zone bleu (en A) représentant I’aire géographique de 1’arganier depuis I’embouchure de 1’oued
Tensift au nord, jusqu’a I’embouchure de 1’oued Draa au sud du Maroc et dans la plaine du Souss. C: Agrandissement des zones marron et

rouge (en A) représentant successivement deux stations isolées de 1’arganier au sud-est de Rabat et au nord-ouest des Béni-Snassen. D’apreés
Msanda, 2005.
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3. Classification et description botanique

Le genre d’Argania Roem et Schult est monotype. Il appartient au phylum des
Ebénales et a la famille tropicale et subtropicale des Sapotacées qui compte une cinquantaine
de genres et plus de 600 espéces (M’Hirit et al., 1998).

L’arganier, Argania spinosa (L.) Skeels est synonymes Argania sideroxylon Roem. Et
Schult. = Sideroxylon spinosum L. = Elaeodendron Argan Retz. Son vernaculaire est argan
(berbere). Sa classification botanique se présente comme suit (Tableau 1).

Tableau 1: Classification botanique de l’arganier

Nom Argania spinosa L (Skeels)
Embranchement Phanérogammes
Sous-embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédones

Sous-classe Gamopétales

Ordre Ebenales

Famille Sapotacées

Genre Argania

Espéce Spinosa

L’arganier est un arbre oléagineux presque unique au Maroc. C’est un arbre épineux
d’ou le nom d’espéce « spinosa », de taille pouvant atteindre 8 a 10 m de hauteur selon les
conditions écologiques, la cime est tres grande et étalée, dense et a contours arrondis (Figure
2). Le tronc trés vigoureux et court, avec une grande couronne, et 1’écorce rugueuse craquelée
en « peau de serpent », permettent aux chévres de grimper dans la couronne pour brouter les
feuilles et les fruits. Cela conduit a la réduction de 1’arganier a 1’état de buissons médiocre (7
al0m).

L'arganier est trés résistant a la chaleur et a I'aridité. Il peut supporter des températures
allant jusqu'a 50°C. Grace a son systeme racinaire puissant, I'arganier maintient les sols,
entretient leur fertilité et les protége contre I'érosion hydrique et éolienne qui menacent de

désertification d’une bonne partie du Maroc.
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Figure 2: Arganier

Le caractére polymorphe de I’arganier est trés frappant du fait qu’on trouve des formes

extrémement variees selon les secteurs et le stade du développement de 1’arbre.

Les feuilles alternes, souvent réunies en fascicules, entieres lancéolées, généralement
longues de 2 a 3 cm, de couleur vert sombre a la face supérieure, plus claire en dessous,
glabres, avec une nervure médiane trés nette et des nervures latérales trés fines et ramifiées.

Les feuilles d’arganier sont sub-persistantes méme en période de sécheresse.

La fleur de l'arganier est monoique (hermaphrodite), pentamére, constituée en
glomérules localisés au niveau des entrenceuds et a l'aisselle des feuilles et pouvant étre
composés de 15 fleurs et plus. Celles-ci sont blanches a jaune verdatre. Le calice de la fleur
est composé de cing sépales pubescents succédant a deux bractées. La corolle, en cloche, est
formée de cing pétales obtus et arrondis. La floraison a lieu en mai-juin et conduit a des fruits

qui deviennent matures vers septembre.

Le fruit de I'arganier est une drupe dont la couleur a maturité évolue vers le jaune ou le
rouge (Bani-Aameur et al., 1999). Il présente six formes différentes: fusiforme ; ovale
apiculée, ovale, goutte, arrondie et globuleuse. Sa taille varie de 1 a 5 cm.

Il est formé d'un péricarpe charnu (ou pulpe) qui couvre un noyau trés dur (ou noix),
représentant environ un quart du poids du fruit frais (Adlouni, 2010) (Figure 3).
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Fiqure 3: Fruit de I’arganier

Au centre du fruit se trouve une noix constituée d’une a trois amandes albuminées et
huileuses renfermant jusqu'a 55% d'huile (Figure 4). A maturation, le fruit prend une couleur
jaune ou jaune-brun clair en fonction des arbres. La couleur sombre se développe apres

abscission.

Figure 4: La noix (graine) d’arganier

C’est a partir de cette amande que I’huile d’argan est extraite, ce qui donne une huile

comestible et un tourteau.

Le bois de I’arganier est trés dur et compact, de densité variant de 0,9 a 1, appelé bois

de fer, de couleur blanc-jaunatre. Il est utilisé comme bois de chauffage (Jaccard, 1926 ;
Nouaim et al., 1991).
Les racines de 1’arganier plongent trés profondément dans le sol (30 m de profondeur),

ce qui permet ainsi la récupération des eaux a partir de couches profondes, et par conséquent

une adaptation de 1’arganier a un climat semi-aride et aride (Mokhtari, 2002).
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L’huile d’argan est une essence forestiére parmi les plus originales et remarquables de
I’ Afrique du Nord par son intérét botanique et par ses usages multiples a caractére écologique

et socio-économique.

4. Intérét et usage multiple

L’arganier est un arbre typiquement multi-usage, il représente le pivot de systémes
agroforestiers qui ont réussi jusqu’a maintenant a subvenir aux besoins des habitants de ces
zones arides et semi-arides fortement marquées par les aléas climatiques (Chaussod et al.,
2005). En raison de son caractére écologique et socio-économique qu’il occupe, il a été
déclaré comme « espéce protégée » par I’Organisation des Nations Unies de I’Education, de la

Science et la Culture (UNESCO) en 2007 (Venegas et al., 2011).

4.1 Intérét écologique

Bien que I’arganier soit une essence thermophile et xérophile, il joue un rdle
écologique dans la protection du sol contre les érosions hydriques et €oliennes grace a son
systéme racinaire tres puissant qui s'enfonce tres profond dans le sol pour capter I'eau, ce qui
permet de stabiliser le sol, de réduire I'érosion et de limiter I'avancée du désert (Emberger,
1960). Il a une grande adaptation a 1’aridité ce qui permet une production agricole non

négligeable dans les conditions climatiques défavorables.

L’arganier est polymorphe et la flore qui cohabite avec lui est importante. Le 1/3 de la
végetation du Maroc, dont plusieurs espéces endémiques, se trouve dans [’aire de
I’Arganeraie. Les chercheurs ont recensé¢ 100 especes végétales au-dessous de 1’arganier

(Nouaim et al., 1991).

La disparition de ’arganier entraine inéluctablement la disparition de nombreuses
espéces, conduisant a une réduction du patrimoine génétique pour I’arbre lui-méme ainsi que

pour les autres especes animales et vegétales.

4.2 Intérét économique

L’arganeraie constitue une source importante de revenus et de nourriture pour les
populations berbéres selon 1’usage qu’elles en ont faites. Il est largement exploité sous

différentes formes:
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- Ressource fourragere : Le tourteau (résidu issu de la presse de la pate d'amendons),
riche en glucides et protéines (Charrouf, 1995), est utilisé pour I'engraissement du
bétail (EI Otmani, 1988), la pulpe des fruits et les feuilles de I'arbre constituent un

fourrage pour les animaux (Figure 5).

Figure 5: Arganier et nourriture animale

A: Arganier et chameaux  B: Arganier et moutons

- Ressource énergétique: Le bois de I’arganier est massivement utilisé en tant que
combustible, sous forme de charbon offrant les moyens de se chauffer. 1l est utilisé en
menuiserie et en matériaux de construction. Les branches solides de I’arganier sont
utilisées par les berberes pour la cléture des maisons. A partir de 1917, une crise de
combustible a entrainé la destruction de milliers d’hectares d’arganier (DE Ponteves
et al., 1990). Par conséquent, le Dahir de 1925 complété par des textes plus récents
(1938, 1951, 1983), reste aujourd’hui la base de la réglementation concernant
I’arganier. Il fait de 1’arganeraie une forét domaniale dans laquelle les populations
locales ont des droits d’utilisation étendus (Chaussod, 2005). Ces droits se résument
en droit de labour des terrains, droit de collecte et cueillette des fruits et droit de

ramassage du bois.

- Ressource alimentaire: L’huile d’argan est indispensable pour la survie de certaines
populations qui vivent dans des zones pauvres et difficiles. Celles-ci la consomment
quasi quotidiennement pour satisfaire en totalité leur demande métabolique en besoin
lipidiques (Adlouni, 2010).

L’arganier a permis la création de plusieurs emplois via la création de coopératives

féminines qui pratiquent un travail fastidieux et manuel pour extraire I’huile d’argan avec
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minutie (la meule et les pierres), ces femmes ont un savoir-faire ancestral qui a été transmis de
mere a fille afin de préserver cette tradition et valoriser leur produit local. L’arganier permet
une stabilit¢ de la population ce qui limite I’exode rurale. L’huile d’argan représente un
produit international relativement nouveau et elle est exportée uniquement par le Maroc. Les
distributeurs en Europe et en Amérique du Nord redistribuent I'huile dans le monde entier sur
les marchés étrangers en Amérique du Nord, en Europe et en Asie. En raison des propriétés
uniques de 1’huile d’argan, on peut supposer que les exportations augmenteront dans 1’avenir

(Zougagh et al., 2011).

- Ressource cosmétique et pharmacologique: I’huile d’argan, extraite de 1’amande,
couvre une production annuelle qui atteint 4 000 tonnes (Khallouki et al., 2003). Cette
huile possede des propriétés biologiques remarquables qui favorisent son utilisation
dans le domaine de la pharmacopée et la cosmétologie (Nouaim et al., 1991).

C. Extraction d’arganier

L’arganier fructifie dés I’age de 5 ans. Sa floraison se fait aux mois de Mai et Juin, son
fruit apparait vers la fin des mois de Juillet ou début Aott. Sa croissance lente s’étale jusqu’a

la période de pluie en septembre (Adlouni, 2010).

La graine de ’arganier peut contenir deux a trois amandes a partir desquelles I’huile
est extraite. Avant de commencer ’extraction de I’huile, le fruit et ’amande passent par une
série de traitements qui rassemblent: le séchage, le dépulpage, le concassage, la torréfaction et
la mouture. Une fois ces étapes accomplies, 1’extraction de 1’huile se fait selon deux procédés:

traditionnel ou industriel.

1. Extraction de I’huile d’argan

Une fois les fruits d’arganier sont arrivés a maturité, les cultivateurs battent les arbres
avec des gaules pour faire tomber les fruits qui sont récoltés et mis a sécher au soleil
(Adlouni, 2010).

1.1 Extraction traditionnelle

L'extraction de I’huile d’argan est effectuée par les femmes berberes. Elle se fait en
cing étapes: dépulpage des fruits, concassage de la coque entre deux pierres, torréfaction de

I’amande, broyage des amandes torréfiées a 1’aide d’une meule en pierre et pression manuelle

10
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de la pate pour I’obtention de I’huile qui est séparée par décantation (Charrouf, 1991)
(Figure 6).

Famassage des fruits

1

F Dépulpage des fruits

Consommation Concassage

pour le bétail
Amendons m

Torrefaction

I

MMouture

.e_

i

Combustion

1

Malaxage et
pIessage

Engraissement des
bovins

Consommation

Figure 6: Procédé traditionnel de fabrication de I’huile d’argan (Charrouf, 1991)

Les formes rectangulaires représentent une opérationet les formes

élipitiques représentent un produit.

L’extraction traditionnelle de I’huile d’argan est pénible et demande un travail
fastidieux. Une personne a besoin de 58 h de travail pour extraire 2-2,5 L de I’huile a partir de
100 kg de fruits secs (Matthaus et al., 2010). Le taux de cette extraction est d’environ 45 %
avec un rendement dérisoire qui dépasse rarement 3 % du poids de fruit (Charrouf, 2002).

L’extraction se manifeste par des pertes de 20 a 25 % d’huile dans les tourteaux, et une

perte d’ordre sanitaire et hygiénique. En milieu rural, les femmes utilisent 1’eau pluviale

11
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stockée dans les puits pour ’extraction de 1’huile. Cette eau contient des germes suite a une
analyse bactériologique (Charrouf, 2002). Cela pourrait induire des risques d’intoxications

du fait qu’elle ne subit aucun traitement de raffinage.

1.2 Extraction par presse mecanique

En 1985, il a été enregistré un brevet sur le premier procéd¢ d’extraction mécanique.
Cela a permis d’introduire la production mécanisée de 1’huile d’argan dans les coopératives
dans le sud-ouest du Maroc, afin de produire de grandes quantités d'huile d'argan de haute
qualité. Grace a cette technologie, 4-6 L d'huile peut étre obtenue a partir de 100 kg de fruits

secs apres 13 h de travail par une seule personne (EI Monfalouti et al., 2010).

Ce processus a présenté un grand pas en avant dans I’histoire de la production de
I’huile d’argan. Il commence par le dépulpage des fruits, 1’étape la plus laborieuse qui est
réalisée mécaniquement a I’aide d’une « dépulpeuse-gratteuse ». Aucune innovation actuelle
n’a été faite sur I’étape de concassage qui reste toujours manuelle. En revanche, I’étape de
torréfaction est faite par des torréfacteurs a gaz qui remplacent la torréfaction manuelle, ce qui
permet d’obtenir des amandes de couleur homogéne. La mouture et le malaxage se font par
une presse a froid ou la température ne dépasse pas 60°C lors de ’extraction de I’huile,
(Figure 7) (Charrouf and Guillaume, 2008). Le pressage mécanique améliore le rendement
d’extraction via la récupération de 10 % de I’huile restante dans les tourteaux. L huile obtenue

sera filtrée et mise en bouteille apres avoir étre décantée pendant 15 jours.

Figure 7: Machines utilisées pour I’extraction par presse mécanique de I’huile d’argan

A: Dépulpeuse; B: Torréfacteur a gaz; C: Presseuse de pate
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L’huile d'argan comestible est préparée a partir des amandes torréfiées, tandis que les
amandes non torréfiées sont utilisées dans la production d'huile d'argan cosmétique (Figure
8).

Ramaseage des fruits

Dépulpage des fruits

Cmr.u:.agf manue]

Vente
Tourteau sec H Vente
Pressage
Huiale primaise H Decantation H Filirage
Huile
Tourteau sec “mitq“
) Diécantation Vente
Vente

Husle da
conissmihan

Vinte

Figure 8: Procédé semi industriel de la fabrication de I’huile d’argan (Charrouf, 1991)
Les formes rectangulaires représentent une opération et les formes élipitiques

représentent un produit.

1.3 Extraction par solvant organique

Industriellement, I'huile d'argan cosmétique est préparée par extraction par solvant (ex.
hexane) a partir des graines d’arganier écrasées avec un rendement d’extraction de 50 a 55 %

(El Monfalouti et al., 2010 ; Charrouf and Guillaume, 1999). Cette huile est exclusivement
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destinée a 1’'usage cosmétologique (préparation des crémes, shampooings et lotions pour le
corps) ou certains conservateurs sont souvent ajoutés pour compenser les agents protecteurs
naturels perdus lors de I'extraction (tocophérols, les polyphénols, etc.) (EI Monfalouti et al.,
2010).

2. Phytochimie de I’huile d’argan
2.1 Caracteristiques physicochimiques

L’huile d’argan se caractérise par un certain nombre de propriétés physicochimiques
qui sont légérement différentes en fonction des procédés d’extraction, de 1’origine de

I’amande et du mode de conservation (Tableau 2).

Tableau 2: Caractéristiques physicochimiques de I’huile d’argan
selon la Norme Marocaine 08.5.090 (2003)

Parametres Valeur limite
Densité (g/mL) 0,917 - 0,919
Indice de saponification 189,0 - 199,1
Indice d'iode 99,0 -102,0
Fraction insaponifiable <1,1%

Indice de réfraction a (20°C) 1,463 - 1,472

2.2 Composition chimique
a. Fraction glycérique (saponifiable)

L’huile d’argan referme 99 % de la fraction saponifiable dont les triglycérides sont
largement majoritaires avec 95 %. L’ huile d’argan est riche avec des acides gras mono et
polyinsaturés dont les plus abondants sont: 1’acide oléique (C 18:1) qui représente 45 % des
acides gras et I’acide linoléique (C 18:2n-6) qui représente 35 %. Cela confére a I’huile de trés

bonnes qualités diététiques.

L’acide linoléique est un acide gras essentiel (vitamine F). Il ne peut pas étre
synthétisé par I’organisme et il doit donc étre absorbé sous forme d’huile végétale dans
I’alimentation ou dans les produits cosmétiques. L’ huile d’argan contient comme acides gras

minoritaires; 12 % d’acide palmitique (C 18:2n-6) et 5 % d’acide stéarique (C 18:0)
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(Cabrera-Vique et al., 2012). Les autres acides gras sont trouvés a 1’état de trace (Tableau
3).

Tableau 3: Pourcentage d’acide gras dans I’huile d’argan
selon la Norme Marocaine 08.5.090 (2003)

Acide Pourcentage (%)
Myristique <0,2
Pentadecaenoique <0,1
Palmitique <11,5-15
Palmitoleique <0,2
Heptadecanenoique -
Stéarique 4,3-17,2
Oléique 43-49,1
Linoléique 29,3-36,0
Linolénique <0,2
Arachidonique <0,5
Gadoléique <0,5
Behénique <0,2

Les variations observées dans la composition en acides gras de I’huile d’argan peuvent
étre attribuées a différents facteurs et notamment a la provenance géographique et a 1’effet du

climat, en particulier a la pluviosité.

L’huile d’argan «vierge» est essentiellement composée d’acides gras insaturés
d’isomérie géométrique cis et, par conséquent, ne présentant aucun probléme de digestion et
d’assimilation par 1’organisme humain. La présence d’acides gras trans dans les huiles
d’argan «vierges», propres a la consommation, est 1’indication de la présence frauduleuse
d’huile raffinée. Pour cette raison, la teneur en acides gras trans a été limitée par la norme a
0,05 % aussi bien pour I’acide ¢laidique que pour la somme des isoméres trans des acides

linoléigue et linolénique (Rahmani, 2005).

b. Fraction insaponifiable

La fraction insaponifiable est de composition chimique originale, elle représente 1 %

de I’huile d’argan avec des propriétés thérapeutiques importantes. L huile d’argan est riche en
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caroténoides (37 %), tocophérols (8 %), alcools triterpéniques (20 %), stérols (29 %), et
xanthophylles (5 %) (Charrouf and Guillaume, 2007).

- Caroténoides

Les caroténoides appartiennent & la classe des pigments naturels de couleur verte,
orange, jaune ou rouge. La classe des caroténoides trouvés dans I’huile d’argan sont les
xanthophylles avec une teneur de (500 mg/kg), responsables a la coloration rougeatre de
I’huile (Charrouf and Guillaume, 2002). L’huile d’argan est pauvre en provitamine A (f-
caroténe) qui est un précurseur de la vitamine A et I’analyse de la provitamine A dans 1’huile

d’argan sous forme de trans- B-carotene était negative (Collier, 1974).
- Squalene

La teneur en squalene des huiles d'argan est trés importante (321 mg/100 g). Elle est
nettement élevée par rapport a I'huile de tournesol (6 mg/100 g), et elle reste inférieure a celle
de I'huile d'olive (499 mg/100 g) (Khallouki et al., 2003).

- Tocophérols

Les tocophérols jouent un role central autant que nutriments liposolubles essentiels, ils
fonctionnent comme des antioxydants dans le corps humain. Les humains et les animaux ne
peuvent pas les synthétiser; ils doivent donc les apporter de la nourriture. Parmi les produits
alimentaires qui contiennent de 1’a-tocophérol figurent les huiles végétales, les noix, les

germes de blé, la laitue et beaucoup de fruits et légumes (Borel et al., 2013).

Selon le service de normalisation industrielle Snima, 1’huile d’argan extra vierge
contient 600 & 900 mg/kg de tocophérols totaux (Tableau 4) sous quatre formes, I’a-

tocophérol, le B-tocophérol, le y-tocophérol et le 3- tocophérol.

Tableau 4: Pourcentage des tocophérols dans I’huile d’argan
selon la Norme Marocaine 08.5.090 (2003)

Formes Pourcentage (%)
a-tocophérol 2,4-4,8
[-tocophérol 0,1-0,2
y-tocophérol 81-89
- tocophérol 6,2-8,2

Tocophérol totaux 600-700 mg / 100 g d’huile
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L’a-tocophérol (vitamine E) posséde la plus grande activité antioxydante (a-
tocophérol > B-tocophérol > y-tocophérol > 5-tocophérol) (Cardenas et al., 2013) (Figure
9).

CH, Radical

CH,
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B-tocopherol
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S-tocopherol HO l S ) lical
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Figure 9: Structure chimique des tocophérols

- Alcools triterpéniques

Les alcools triterpéniques identifiées dans I’huile d’argan sont le lupéol (7,1 %), le
butyrospermol (18,1 %), le tirucallol (27,9 %), le b-amyrine (27,3 %) et le et le 24-méthyléne
cycloartanol (4,5 %), ainsi que deux méthylstérols : le 4-a-méthylstigmasta-7,24-28-diéne-3b-
ol ou citrostadiénol (3,9 %) et le cycloeucalénol (< 5 %) (Rahmani, 2005).

- Phytostérols

Les phytostérols sont des composés naturels présents dans les plantes oléagineuses
(Lecerf, 2007). Ils sont structurellement proche au cholestérol et présentent des résidus
méthyl ou éthyl, principalement en Cys et Cyy (Otaegui-Arrazola, 2010). Les phytostérols

sont généralement tirés d’huiles végétales (soja, mais, tournesol, canola).

L’huile d’argan renferme quatre stérols dérivés du stigmastane, le schotténol (49 %) et
le spinastérol (44 %), et en faible quantité le 5-7 avénastérol, le stigma-8,22-dien-3p3-ol ainsi
que le compestérol (Khellouki et al., 2003) (Tableau 5).
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Tableau 5: Pourcentage des stérols dans ’huile d’argan
selon la Norme Marocaine 08.5.090 (2003)

Formes Pourcentage (%)
Schotténol 44 — 49
Spinastérol 34 -44

- 7 avénastérol 4-7%
Compestérol <0,14
Stérols totaux <170 mg/100g

Schotténol et Spinastérol sont présents dans I’huile d’argan et 1’huile de graine de

cactus (El kharrassi et al., 2014 ; Badreddine et al., 2015) (Figure 10).

CH, CHs
H3CJ.‘.-.._ /\/ CH3 H3C ;;;;; \ CH3
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’/‘A\\ L CH:!- ,/\\ - CH3
CHaL CH,
H Schotténol \H Spinastérol
. \"v - - o
HO HO

Figure 10: Structure chimique du Schotténol et Spinastérol

- Polyphénols
Les polyphénols sont particulierement réputés pour leurs vertus sur la santé. L’huile
d’argan contient quatre polyphénols : acide vanillique, acide syringique, acide férulique et
tyrosol (Figure 11). L’huile d’argan contient une quantité importante d’acide férulique qui est
de ’ordre de 3147 ng / kg d’huile (Khallouki et al., 2003) (Tableau 6).
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Tableau 6: Composés phénoliques de ’huile d’argan
(Khallouki et al., 2003)
Composés phénoliques (ng/kg)

Acide Vanillique 67
Acide Syringique 37
Acide Ferulique 3147
Tyrosol 12
Total 3263
A B o. OH
O§\¢OH A g
0 ®
H3CO H3CO OCH3
OH HO

C Q D
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Figure 11: Composés phénoliques de I’huile d’argan
A : Acide vanillique, B: Acide syringique, C: Acide ferulique;

D: Tyrosol

3. Utilisation de I’huile d’argan

La composition chimique de I’huile d’argan suscite un grand intérét aussi bien pour
des études liées a ses potentialités nutritionnelles que pour son utilisation en cosmétologie.

Majoritairement utilisée comme produit cosmétique, I’huile d’argan 1'est aussi en cuisine.

- Utilisation diététique
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L’huile d’argan est reconnue depuis des siecles comme ingrédient de base, et de
source exclusive de matieres grasses végétales dans « 1’alimentation Amazighs » (Charrouf
and Guillaume, 2010), environ deux cuilléres a soupe (16 g) assurent la totalité des besoins

journaliers en acide linoléique.

L’huile d’argan est utilisée par la population berbéres quasi quotidiennement en
cuisine pour assaisonner des plats, des salades et des tajines. Elle est consommée au petit-
déjeuner ou au gofter, en trempant le pain traditionnel dans un bol rempli d’huile (Adlouni,
2010). Elle est servie sous forme tartinée connu par « amlou », c’est une recette a base de

I’huile d’argan, amandes et cacahuetes.
- Utilisation en médecine traditionnelle

L’huile d’argan est largement reconnue en médecine traditionnelle marocaine en
raison de ses diverses propriétés thérapeutiques. C’est un remeéde naturel précieux. Elle est
utilisee pour le traitement des rhumatismes, I'hypercholestérolémie et I'athérosclérose
(Charrouf, 2002).

- Utilisation cosmétique

L’huile d’argan renferme des propriétés anti-dges en prévoyant 1’apparition des rides,
elle régénere et apaise rapidement les peaux les plus seches et desquamées. L’huile d’argan
est utilisée comme une huile hydratante pour le visage, les mains et les pieds. Elle nourrit les

cheveux cassants et empéche leur chute (Moukal, 2004).

4. Vertus de I’huile d’argan

L’huile d’argan posséde des vertus naturelles susceptibles de soigner plusieurs

maladies.

4.1 Préventions des maladies cardiovasculaires

La consommation réguliere de [I'huile d'argan peut prévenir les maladies
cardiovasculaires (Cherki et al., 2006). Sur le plan structural, la composition chimique de
I’huile d’argan riche en acides oléiques / linoléiques et en vitamine E est différente des autres
huiles alimentaires habituellement consommeées. Cette composition lui confére des effets

bénéfiques contre les maladies cardiovasculaires.

Une ¢étude de cohorte sur 60 personnes consommateurs de 1’huile d’argan, ont montré

une diminution de 50 % du risque de développer une hypertension artérielle (Berrougui et
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al., 2004), un taux plasmatique élevé pour la vitamine E et des taux en triglycéride et en LDL
inférieurs a ceux des sujets qui ne consomment pas cette huile (Drissi et al., 2004). Ces
résultats indiquent que 1’huile d’argan posséde des propriétés hypotensives, hypolipémiantes
et antioxydantes bénéfiques pour la santé humaine, méme si les mécanismes physiologiques

précis conduisant a ces activités restent a élucider (Adlouni, 2010).

Une consommation quotidienne de 25 mL de I’huile d’argan conduit a une
augmentation du taux de cholestérol HDL plasmatique et diminue le taux de triglycérides
plasmatiques (17,5 %) chez les hommes sains (Derouiche et al., 2005). L’activité
hypocholestérolémiante de I’huile d’argan a été prouvée par des tests cliniques. L’ingestion de
deux cuillérées a soupe d’huile d’argan, par jour et pendant un mois induit une baisse de
cholestérol de 7,9 % pour les femmes et de 13,1 % pour les hommes au bout d’un mois de
traitement. Parallelement a la baisse du cholestérol total, une diminution du taux des
triglycérides a été observée (Charrouf, 1997). L’huile d’argan administrée a 5 mL / kg par
jour pendant 10 j et a 10 mL / kg par jour pendant 7 semaines (Berrougui et al., 2003) chez
les rats hyperlipidémiques a montré une diminution de 37 % du taux de cholestérol sanguin,
de 67 % des LDL, de 31 % des triglycérides et de 13 % du poids corporel.

L’ensemble de ces résultats suggére que 1’huile d’argan pourrait étre utilisé comme

aliment fonctionnel pour réduire le risque cardiovasculaire.

4.2 Prévention du diabéte

Chez I’homme, aucune étude n’a été réalisée pour évaluer I’effet de I’huile d’argan sur
le diabéte. Des études sur les animaux indiquent que cette huile pourrait avoir des effets anti-
diabétiques (Bnouham et al., 2008 ; Bellahcen et al., 2012). L’administration de 1'huile
d'argan vierge a des rats n'a aucun effet sur le niveau de la glycémie a jeun (Bellahcen et al.,
2012). Un régime a base d’huile d'argan réduit significativement le taux de la glycémie chez

des rats sains rendus diabétiques (Emonard et al., 1999).

Dans un modele de diabete induit par I'administration d'Alloxane, les reésultats
montrent une diminution du taux de glucose dans le sang, une augmentation du glycogene
hépatique et la prévention de la perte de poids chez les rats diabétiques prétraités avec huile
d'argan (2 mL / kg) pendant 7 jours avant I'induction d'un diabete de type 1 (Bellahcen et al.,
2012). Le mecanisme de la régulation du niveau de glucose dans le sang reste encore inconnu.

Les effets antidiabétiques de 1’huile d’argan sont attribués a son profil d’acide gras et de sa
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teneur élevée en tocophérols et polyphénols (acide férulique) qui améliorent le statut

antioxydant au niveau des tissus (Ohnishi et al., 2004).

4.3 Prévention du cancer de la prostate

La richesse de I’huile d’argan en polyphénols, stérols et en tocophérols a contribué de

prévenir le cancer de prostate gréace a plusieurs études.

L’étude de I’effet antiprolifératif des tocophérols, polyphénols et stérols de 1I’huile
d’argan présentent une activité cytotoxique et exercent un effet inhibiteur dose-dépendant sur
la prolifération des trois lignées tumorales prostatiques testées DU145, PC3, LNCaP
(Bennani et al., 2007).

En présence de vitamine E aux concentrations physiologiques, on note un arrét total du
cycle mitotique par une up-régulation de la protéine P27 du cycle cellulaire (Zhang et al.,
2004 ; Venkateswaran et al., 2002).

Les polyphénols exercent une activité anti-tumorale préventive évaluée sur DU145,
PC3, LNCaP par une série de mécanismes d’action tels que: I’inhibition d’une enzyme
fortement exprimée dans le cancer de la prostate, I’ornithine décarboxylase, 1’inhibition de la
NO synthase ou aussi I’inhibition de 1’autophosphorylation du récepteur de I’EGF (facteur
épithélial de croissance) (Wang et al., 2003).

Dans une étude indépendante, 1'effet antiprolifératif du squaleéne et de I’extrait riche en
polyphénols de I'huile d'argan a été clairement mis en évidence sur deux lignées de cellules
(fibrosacrome humaine HT-1080 et les cellules transformées et invasives MSV-MDCK-inv).
Sur des cellules en culture de tissu d'hépatome, il a été montré que le squaléne est I’extrait
riche en polyphénols de I'huile d'argan réduit la capacité des kinases régulées par des signaux
extracellulaires 1 et 2 (ERK1/2) pour répondre a l'augmentation des doses d'insuline (Samane
et al., 2006).

L’huile d’argan est riche en phytostérols, appartenant tous a la famille des D7-
stigmastanes. Les stérols majoritaires sont le schotténol et le spinastérol. Il est démontré que
le spinastérol provoque une réduction du taux de cholestérol dans le plasma et le foie des
souris, modulés aussi par une augmentation de I’excrétion fécale (Uchida et al., 1983). Le
schotténol est démontré étre un anti-cancérigéne avec un potentiel cytotoxique prononcé
(Samane et al., 2006).
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Le traitement des cellules tumorales de prostate humaine LNCaP, avec p-sitostérol,
provoque une diminution de 24 % de la croissance et une multiplication par 4 du taux

d’apoptose par rapport aux mémes cellules traitées par le cholestérol (Von Holtz et al., 1998).

Ces résultats sont prometteurs dans la mesure ou les phytostérols de 1’huile d’argan
pourraient exercer d’incontestables effets anti-cancerigéne contre le cancer de la prostate
(Bennani et al., 2007).

De méme, les saponines du tourteau de 1’huile d’argan, sont capables d’inhiber de

facon dose-réponse la prolifération cellulaire des DU145, LNCaP et PC3 (Drissi et al., 2006).

Les antioxydants présents dans 1’huile d'argan (Russo, 2009) sont censés prévenir ou

retarder I'apparition des espéces réactives de I'oxygene (Pauly et al., 2006).

4.4 Huile d’argan en dermocosmétique

La richesse de I’huile d’argan en acide linoléique lui confére des propriétés
revitalisantes sur la peau. L’huile d’argan est démontrée avoir un effet hydratant et
restructurant de la peau par des tests sur des animaux carencés en acides gras essentiels
(Fabre, 1999). Cet effet hydratant a été confirmé en clinique (Galli and Calder, 2009). La
carence en AGE, inévitable avec 1’age, cause un vieillissement cutané qui se traduit par un
desséchement et une perte d’élasticité de la peau, favorisant ainsi 1’apparition des rides. La

correction d’une carence en AGE permet de retarder le vieillissement cutané (Adlouni, 2010).

4.5 Prévention des maladies neurodégénératives

Actuellement, 1’intérét pour 1’huile d’argan et pour ses effets physiologiques s’est
considérablement développé, ce qui a eu pour résultat, de faire passer le statut de cette huile
d’un produit alimentaire diététique a celui d’un produit trés prisé pour ces qualités anti-
oxydantes et nutritionnelles. Elle est caractérisée par une composition riche en stérols et en

antioxydants tels que les polyphénols, et plus particuliérement les tocophérols.

La neuroprotection par les antioxydants a donc suscité beaucoup d’intérét. La majorité
des recherches sur le réle des antioxydants alimentaires dans la fonction neurologique et dans
certaines maladies est centrée sur la vitamine E. Il a été démontré que la vitamine E a un réle
essentiel dans le maintien de la fonction neurologique. La supplémentation par voie orale de

la vitamine E atteint le liquide céphalo-rachidien et le cerveau (Sen et al., 2004).
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La teneur élevée des tocophérols dans I’huile d’argan lui confére certains effets

protecteurs contre les maladies neurodégenératives.

Le glutamate est le principal médiateur de signaux excitateurs dans le systéme nerveux
central des mammiferes. Des quantités extrémes de glutamate dans les espaces
extracellulaires peuvent conduire a de nombreuses maladies neurodégénératives comme la
maladie de Parkinson et la maladie d'Alzheimer. 11 a été démontré que 1’a-tocophérols (o-
TCP) et son isomere tocotriénol (TRF) sont des agents neuroprotecteurs puissants contre la
toxicité induite par le glutamate sur les cellules SK-N-SH neuronales et les astrocytes. Ceci
indiquent également que le TRF et I’a-TCP pourraient jouer un réle clé en tant qu'agents anti-

apoptotiques avec des propriétés neuroprotectrices (Rati Selvaraju et al., 2014).

Dans les conditions oxydantes, le 7-cétocholestérol (7KC) résultant de 1’auto-
oxydation du cholestérol, identifié en quantité augmentée dans certains tissus, dans le plasma
et dans le liquide céphalorachidien de malades atteints de maladies liées a I’age (en particulier
maladies neurodégénératives) exerce plusieurs activités déléteres (activités pro-oxydantes,
pro-inflammatoires et induction de mort cellulaire) qui peuvent contribuer a ces pathologies
(Vejux and Lizard 2009 ; Zarrouk et al., 2014). 1l a été admis que I'a-tocophérol est capable
d’inhiber les effets délétéres du 7KC et le 7B-OHC sur des oligodendrocytes murins 158N
(Ragot et al., 2011 ; Ragot et al., 2013).

L’a-tocophérol a montré qu’il pouvait contrecarrer les effets toxiques induits par le
7KC au niveau de la dépolarisation des mitochondries mais aussi au niveau de la
surproduction des ERO (espéces réactives d’oxygéne). L’a-tocophérol empéche la mort par
apoptose des oligodendrocytes murins 158N et bloque le processus d’autophagie et
d’apoptose induit par 7KC (oxyapoptophagie) (Nury et al., 2014). Il a été montré que la
protection induite par 1’a-tocophérol passe en partie par le fait qu’elle empéche le 7KC de
s’accumuler dans les radeaux lipidiques des cellules 158N (Nury et al., 2013; Ragot et al.,
2011). L’a-tocophérol empéche la déphosphorylation d’Akt et de GSK3 et la dégradation de
Mcl-1 qui méne a une mort par apoptose dans les cellules 158N (Ragot et al., 2011).

Les phytostérols se trouvent en quantité majoritaires de I'huile d’argan, essentiellement
spinastérol et schotténol. Ils sont des composés naturels, structurellement proches au
cholestérol. Il a ét¢ montré qu’ils sont capables de traverser la barriére encéphalique et de
moduler le processus moléculaire impliqué dans les maladies d’Alzheimer, tels que le clivage

d’APP et la formation de plaques béta amyloides (Burg et al., 2013 ; Shi et al., 2011).
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Il a été démontré que les stérols végétaux réduisent la production d’Ap in vitro en
affectant ’expression, ’activité et la disponibilité des sécrétases impliquées dans la voie
amyloide. En particulier, le stigmastérol diminue I'activité de B-sécrétase, réduit I'expression
de tous les composants de y-sécrétase, et diminue I’intériorisation du BACEl dans les

compartiments d’endosomes impliqués dans le clivage de I’APP.

En paralléle l'activité de y-sécrétase a diminué significativement dans le systeme
nerveux central de souris C57BL/6J nourries avec 0,39 % de stigmastérol. Ceci suggere qu’un
apport alimentaire riche en phytostérols, essentiellement enstigmastérol, pourrait étre

bénéfique dans la prévention contre la maladie d’ Alzheimer (Burg et al., 2013).

Plusieurs études ont defini que les phytostérols végétaux, tels que le sitostérol,
fucostérol, stigmastérol, schotténol, 24 (S)-ergostérol et spinastérol, sont capables de se lier et
d’activer LXRa et LXRp (Chen et al., 2014 ; Plat et al., 2005 ; El Kharrassi et al., 2014).
Ils se sont révélés comme des ligands de LXR (Law 2000 ; Plat et al., 2005). LXR existe
sous deux formes qui sont LXRa et LXRP. Ces récepteurs nucléaires sont considérés comme
des intégrateurs de signalisation métabolique et inflammatoire, en particulier dans le cerveau
(Zelcer et al., 2006). Le rble joué par LXR dans les maladies neurodégénératives, en
particulier la MA, dans la sclérose latérale amyotrophique et dans la maladie de Parkinson, est
encore peu connu (Kim et al., 2008 ; Zelcer et al., 2007). LXR (Liver X Receptor) est un
facteur de transcription qui est principalement impliqué dans la régulation du métabolisme des
lipides et du cholestérol. 1l régule la sensibilité des neurones moteurs et des cellules gliales
aux phytostérols (Kim et al., 2008 ; Zelcer et al., 2007).

Les effets de spinastérol et du schotténol ont été évalués sur des oligodendrocytes
murins 158N, des cellules de gliome de rat C6 et des cellules neuronales humaines SK-N-BE.
Spinastérol et schotténol n’ont aucun effet ou de faibles effets sur la croissance cellulaire; ils
peuvent moduler l'activité mitochondriale et pourraient donc influer sur le métabolisme
cellulaire. L’acide férulique n’a aucun effet ou de légers effets sur ces cellules (Baderddine et
al., 2015).

Cet impact du spinastérol et schotténol sur I'activité mitochondriale est en accord avec
les données obtenues sur les cellules microgliales murines BV-2 ayant montré une perte de
potentiel transmembranaire mitochondrial mesurée au niveau cellulaire par cytométrie de flux

avec la sonde fluorescente DiOCg(3) (El Kharrassi et al., 2014). Ces données confirment
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également un certain nombre d'études montrant que les mitochondries constituent la cible

directe ou indirecte des phytostérols (Lizard, 2011).

Un grand nombre d'études indiquent que le stress oxydatif et les dysfonctions
mitochondriales jouent un réle important dans la MA. La suppression ou la réduction du stress
oxydant et des dysfonctions mitochondriales par utilisation d'antioxydants pourrait étre une

intervention préventive ou thérapeutique prometteuse pour les patients atteints de MA.

De nombreux composés antioxydants se sont révélés capables de protéger le cerveau
contre la neurotoxicité d’Af dans la MA. L’acide férulique est un antioxydant naturellement
présent dans les parois cellulaires des plantes. Il a des activités anti-inflammatoires et il est
capable d'agir comme piégeur de radicaux libres. Il a été démontré que 1’acide férulique agit

comme inhibiteur de la formation des structures amyloides (Sgarbossa et al., 2015).

La douleur neuropathique peut étre considérée comme une forme de stress chronique
qui peut partager un mécanisme neuropathologique commun entre la douleur et la dépression
liée au stress. Il a été prouvé sur des souris transgéniques que l'effet analgésique de ’acide
férulique est éventuellement médié par son effet modulateur sur le systtme de monoamine
spinale (récepteur béta2 adrénergiques et 5-HT1A) et par sa capacité a diminuer 1’expression

du récepteur delta-opioide (Ying et al., 2016).

4.6 Influence sur le profil hormonal de la thyroide

La thyroide est une glande endocrine dont le fonctionnement est intimement associé au
role biologique de I’iode. Les hormones thyroidiennes (HT) et le métabolisme des acides gras
sont étroitement liés. L ’influence de la consommation d’huile d'argan sur le profil thyroidien a
été eévaluée dans une étude de cohorte réalisée sur 149 volontaires avec euthyroidie
consommant du sel non iodé en mesurant les concentrations plasmatiques de tri-iodothyronine

(FT3), tétra-iodothyronine (FT4) libres, cette derniére hormone stimulant la thyroide.

Cette étude témoigne qu'il n'y a pas de différence significative des concentrations de
ces hormones entre les consommateurs et les non-consommateurs des deux populations. Ceci
laisse supposer que la consommation de I'huile d'argan n'a pas d'influence sur les HT des

sujets sains (Derouiche et al., 2005).

4.7 Influence sur le systtme immunitaire
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L'effet de I'huile d'argan alimentaire sur le systeme immunitaire a été évalué sur des
rats. Ces ¢tudes ont conclu que les effets de 1’huile d’argan et de I’huile d’olive sur les
cellules immunitaires sont semblables, et que 1’huile d’argan n’aurait pas d’effets marqués sur

la fonction des cellules immunitaires (Benzaria et al., 2006).

4.8 Propriétés d’anaphylaxie

Le premier, et jusqu'a présent I’unique cas enregistré d'une allergie a I'huile d'argan a
été présenté récemment. L’Allergéne a été caractérisée comme une protéine de 10 kDa,
appartenant probablement a la famille des oléosines qui est également rencontrées dans

I'arachide et le sésame (Astier et al., 2010).
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Il. SYSTEME NERVEUX CENTRAL

1. Généralité

Le systeme nerveux se caractérise par deux propriétés essentielles qui sont
I’excitabilité (la capacité de réagir a des stimuli physiques et ou chimiques) et la conductivité
(capacité de propager I’exitation d’une cellule a I’autre, sur de longues distances). Lors de la
réception d’un signal provenant de I’environnement interne ou externe, diverses formes
d’énergie sont traduites et encodées en impulsions éléctriques par des structures spécialisées
appelées récepteurs. Les signaux codés dans I’activité électrique des cellules (les impulsions
ou I’influx nerveux) sont transmis depuis le récepteur vers les centres nerveux ou ils évoquent
dans d’autres cellules certaines excitations qui sont intégrées puis distribuées aux systemes
effecteurs (muscles, glandes). Cette activité harmonieusement intégrée résulte en sensations et
en réponses apporpriees. Cela permet a I’organisme d’agir aux différents évenements externes
de fagcon a maintenir son intégrité et assurer la survie de I’espéce. En essence, nous sommes
ce qui est notre cerveau (Goffinet, 1994).

Le systtme nerveux central joue un rdle essentiel dans 1’organisme dans le
comportement conscient et inconscient de I’individu. Le SNC comprend le cerveau et la
moelle épiniére et il est protégé par la boite cranienne et la colonne vertébrale. Il est
principalement formé de substance blanche et de substance grise (Kiernan and Rajakumar,
1957). Le cerveau est composé du télencéphal et du diencéphale. Le télencéphale est constitué
de deux hémispheres séparés par la scissure interhémisphérique ou pénétrent les méninges et
il est formé de :

- Substance grise externe appelée cortex qui contient 70% des neurones de cerveau, et
considéré comme étant le centre de conscience et d’intelligence.

- Substance blanche sous-jacente, correspond aux axones des neurones. Elle est
constituée de fibre de myéline. La couleur blanche est due au contenue lipidique de la
gaine de myéline. La substance blanche est connue sous le nom d’hippocampe, qui
est le siége de la mémoire, d’attention, d’émotion, et de comportement (Figure 12).

- et de structures profondes appelées noyaux gris centraux.

Le diencéphale réunit les deux hémispheres cérébraux par le corps calleux et par le

trigone cérébral. Il fait la jonction entre le télencéphale et le tronc cérébral. Ses principaux
constituants sont le thalamus, c’est la ou aboutissent toutes les sensations avant qu’elles

soient projetées vers la conscience, et I'hypothalamus qui s’occupe du maintien de 1’équilibre
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physiologique du corps. L'encéphale est constitué du tronc cérébral et du cerveau. 1l contrdle
la plupart des fonctions du corps, dont la perception, les mouvements, les sensations, les

pensées, la parole et la mémoire.

Cortex

* Mémoire court et long terme
« Intégration de l'information
*  Sens spatial et navigation

Hippocampe

* La mémoire procédurale

% * Apprentissage spatial
* Apprentissage moteur

* Consolidation de la mémoire

Figure 12: Les zones de cerveau et la mémoire
Plusieurs zones de cerveau sont impliquées dans la mémoire. L hippocampe est
impliqué dans [’apprentissage spatial et la consolidation de la mémoire. Le
cervelet joue un réle dans la mémoire procédurale et ’apprentissage moteur. Le

cortex cérébral joue un role clé dans différents types de mémoire.

2. Bases biologiques de la mémoire

Le systeme nerveux est constitué de milliards de neurones ayant des fonctions
différentes. Le cerveau est I'un des organes les plus compliqués dans le corps humain, lui-
méme est un réseau complexe de neurones servant a intégrer les informations sensorielles et a
décider d'une réponse motrice ou d'un comportement. Chaque neurone regoit des informations
de milliers d’autres neurones par l'intermédiaire de plusieurs milliers de connexions
synaptiques, reparties le long de ses dendrites. La mémoire est définie comme la capacité a
interpréter, stocker et réutiliser les informations. Le comportement des animaux est trés
influencé par leur mémoire. L’apprentissage est considéré comme la phase d’acquisition ou
d’interprétation de I’information de la mémoire. L’absence ou présence de mémoire est

souvent définie comme un changement d'un comportement particulier (exemple : un rat avec
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des lésions a I'hippocampe peut se perdre dans un labyrinthe spatial), ou alors, comme un
changement de capacité apprendre / souvenir (Stuchlik, 2014).

On distingue aujourd’hui deux types de mémoire : mémoire a court terme appelée
aussi mémoire de travail, et mémoire a long terme. La mémoire a court terme (MCT) est une
sorte de bloc-notes ou sont stockées les informations utiles pour une durée limitée. Cette
capacité de retenir temporairement une information en vu de mener a bien une tache est
specifiquement humaine. Son contenu est réguliérement actualisé et effacé une fois les
informations traitées pour la tache en cours. La mémoire de travail est nécessaire pour réaliser
des activités cognitives complexes, telles que la compréhension, I’apprentissage ou encore le
raisonnement. Elle rend trés active certaines régions de notre cerveau, en particulier le cortex
préfrontal, qui joue le role d’un centre exécutif qui planifie les actions et adapte le
comportement aux informations, a mesure qu’elles se présentent. La mémoire a long terme
(MLT) est définie comme un systeme a capacité indéfinie, théoriquement illimitée, dans
lequel I’information est détenue de fagon durable et méme pendant toute la vie. La MLT est
dépositaire de nos souvenirs, de nos apprentissages, en résumeé, de notre histoire. Le passage
de la mémoire a court terme a la mémoire a long terme s’effectue grace a I’hippocampe, situé
dans le repli du lobe temporal (Figure 12). Toutes les informations décodées dans les aires
sensorielles du cortex convergent vers I’hippocampe, qui les retourne ensuite d’ou elles
viennent. C’est un peu comme un centre de tri qui compare les sensations nouvelles avec
celles déja enregistrées. Ce sont les multiples passages dans 1’hippocampe qui nous
permettent de retenir des faits nouveaux. Au bout d’un certain temps, le travail de
I’hippocampe ne sera plus nécessaire, le cortex aura appris a lier lui-méme les différentes
caractéristiques pour en faire un souvenir. L'hippocampe tient donc un réle essentiel, et
indispensable a la formation des souvenirs et a leur conservation (de quelques mois a
quelques années). Ces souvenirs restent stockés de fagcon permanente dans les régions
corticales, et comme les neurones de I’hippocampe disposent des prolongements, cela leur
permettent de communiquer avec d’autres neurones de cortex. Des 1€sions de 1’hippocampe et
ou des régions avoisinantes provoqueront une perte immédiate et dévastatrice de la mémoire
(Stuchlik, 2014). Les informations que nous percevons sont organisées et régies par des
systemes qui fonctionnent en relation permanente. On fait une distinction entre la mémoire
sémantique (mémoire des faits et des connaissances géenerales) et la memoire épisodique (ou
mémoire des évenements, contenant les éléments du passé individuel) d'une part, et entre la

mémoire procédurale (correspond a nos capacités d’apprentissage d’une habilité motrice: lire,
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conduire, skier...) et la mémoire déclarative (correspond aux informations stockées qui sont
facilement verbalisables et accessibles a la conscience : langage et image), d'autre part. Le
stockage de la MLT commence au niveau de la synapse. La transmission synaptique est
considérée comme étant une communication cellule — cellule bidirectionnelle (Jessell and
Kandel, 1993). La plasticité synaptique est placée au cceurs de nombreux troubles de cerveau,
elle est caractérisée par deux manifestations électrophysiologiques importantes : la
potentialisation a long terme (PLT) et la dépression a long terme (DLT). Les PLT et DLT sont
des mécanismes cellulaires responsables de 1’apprentissage hippocampique et de la mémoire
(Bliss et al., 2013). La PLT est induite aprés une breve stimulation éléctrique a haute
fréquence (tétanisation 100 Hz pendant une seconde) d’une voie nerveuse de I’hippocampe
qui a provoqué une augmentation durable (de plusieurs heures in vitro et plusieurs jours in
vivo) de ’efficacité de la transmission synaptique, alors que DLT est induite aprés une longue
stimulation a basse fréquence aboutissant a une diminution persistante de 1’intensité de

transmission synaptique.

3. Cellules gliales du systeme nerveux central

Le systeme nerveux comprend deux grandes catérgories fonctionnelles : le systéme
nerveux central (cerveau et moelle épiniére). Son rdle est de recevoir, enregistrer,interpréter
les signaux qui parviennent de la périphérie, et organiser la réponse a envoyer. Et le systéme
nerveux périphérique qui comprends les nerfs craniens et les nerfs spinaux qui sont rattachés
au systéme nerveux central. Son role est de conduire jusqu’au systéme nerveux central les
informations issues des récepteurs périphériques de la sensibilité ou de la douleur, et de
transmettre les ordres moteurs émis par les centres nerveux. Au niveau cellulaire, les cellules
du systéme nerveux peuvent étre subdivisées en deux grands types : les cellules nerveuses ou
neurones, se sont des cellules spécialisées dans la réception, I’intégration et la transmission
d’informations, et les cellules gliales, qui sont 10 fois plus nombreuses que les neurones. Ces
cellules assurent un support physique et un soutien nutritionnel des neurones (cellules
nourriciéres). Le systéme nerveux central comprend les cellules microgiliales et macrogliales
(astrocytes, épendymaires et oligodendrocytes), alors que le systéme nerveux périphérique

comprend les cellules de Shawm.
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3.1 Les cellules microgliales

Les cellules microgliales se caractérisent par leur tres petite taille « microglie ». Elles
sont visibles qu’en cas de lésion du systéme nerveux afin d’en assurer sa défense immunitaire.
Se sont les macrophages qui résident le SNC ; ils représentent environ 10% de la population
du SNC et jouent un réle crucial non seulement dans la neurogenese, la plasticité neuronale, et
la régénération, mais aussi en tant que premiére ligne de défense immunitaire dans en cas de
tout type de lésion cérébrale. Elles ont la capacité a phagocyter le produit toxique, de libérer
des facteurs cytotoxiques et peuvent étre des cellules présentatrices d'antigéne (Morales et al.,
2014). En l'absence de stimuli, les cellules microgliales sont dans un état "repos”, ou
inactivees. Avec sa morphologie ramifiée (Figure 13), la microglie peut balayer a proximité
des régions et leur environnements sans interférer avec les neurones et les activités neuronales
et peut surveiller tous le parenchyme cérébral toutes les quelques heures. Quand elle est
activée, elles changent leur morphologie sous forme d’un amoeboid activé et mobiles capable
d'atteindre le site de la blessure (Hanisch and Kettenmann, 2007). Les microglies peuvent
rester pendant une longue période dans le phénotype activé, libérant des cytokines et des
agents neurotoxiques qui peuvent aggraver la lésion du SNC (Liu and Hong, 2003).

Dans des conditions normales, les cellules microgliales expriment des taux faibles en
CD45, récepteurs Fc et le complexe majeur histocompatibilité type I1 (CMHII). Il a également
été démontré que des facteurs neurotrophiques sécrétés par les neurones actifs inhibent
I'expression du complexe CMH type 1l dans les cellules microgliales (Perry and Teeling,
2013). D'autres preuves proviennent de la présence des cellules microgliales entourant les
plaques amyloides. L'exposition des cellules microgliales a I’Ap cause leur activation menant
a une augmentation de I'expression cellulaire du CMH 11 et a la sécrétion accrue de cytokines
pro-inflammatoires (interleukine-1 (IL-1), interleukine-6 (IL-6) et TNF-a (Tumor Necrosis
Factor- o)) ainsi que de chemokines interleukine-8 (IL-8), MIP-1o. (Macrophage
Inflammatory Protein-1a) et MCP1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1) (Rogers and Lue,
2002). Il a été démontré que, chez les animaux avec les maladies a prions, les cellules
microgliales passent d’un phénotype anti-inflammatoire au phénotype pro-inflammatoire
agressif, lorsqu’elles sont stimulées par le lipopolysaccharide, en démarrant une réaction
inflammation caractérisée par lI'augmentation de I'lL-1b, TNF et I'IlL-6 et qui entraine des
changements de comportement, la mort neuronale, et une progression plus rapide de la
maladie (Cunningham et al., 2005). Plusieurs peptides amyloides et le peptide d’APP sont

des activateurs glials puissants, déclenchant une réponse inflammatoire et libération de
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cytokines microglials neurotoxiques (Barger and Harmon, 1997). En effet, AP peut
stimuler la voie NF-kB-dépendante, la surface des liaisons des cellules microgliales, la voie
d’activation du signal extracellulaire de kinase et la voie de la protéine mitogen activated
kinase (MAPK) déclenchant I’expression des génes pro-inflammatoires (Akiyama et al.,
2000a ; Akiyama et al., 2000b ; Ho et al., 2005). Les formes fibrillaires solubles d’Ap
semblent induire NADPH oxydase dans les cellules microgliales, entrainant une libération des

ERO qui peut contribuer a la neurotoxicité (Schilling and Eder, 2011).

3.2 Les astrocytes

Les astrocytes sont les cellules les plus abondantes du SNC et représentent 25% du
volume cérébral (Tower and Young, 1973). Elles sont caractérisées par la présence de
glycogeéne et d’une protéine, le GFAP (glial fibrillary acid protein). On distingue actuellement
deux catérgories d’astrocytes qui se montrent par leur morphologie caractéristique : il s’agit
des astrocytes de type I, qui sont les astrocytes proprement dites, ayant une morphologie de
type neuronal par leurs prolongements fins et irréguliers (Figure 13). Les astrocytes de type Il
sont plus compacts, larges et plats, ayant un cytoplasme plus clair en microscopie
électronique. Grace a leur filopodes, les astrocytes sont en contact avec les vaisseaux
sanguins. Les oligodendrocytes et les astrocytes de type Il dérivent du méme précurseur
cellulaire (appelé cellule O-2A) et I’astrocytes de type II peut, au besoin, se différencier en
cellule oligodendrocytaire et former de la myéline. Les astrocytes ont de multiples fonctions :
I'induction de la formation des synapses neuronales et influencer leur développements
(Synaptogenese), la formation et le maintien de la barriere hémato encéphalique, la
neurotransmission, la régulation métabolique; le maintien de I'équilibre ionique, la nutrition
des neurones. La fonction de ces derniers est conditionnée par les astrocytes qui sont
qualifiées comme des «accompgagnons des neurones » depuis la période embryonnaires
jusqu’a I’age adulte. Les astrocytes jouent aussi un role autant que composant du modele
"synapse tripartite” de neurotransmission. Dans ce modéle de neurotransmission, la synapse
fonctionnelle se compose de trois eléments : les neurones pré- et post synaptiques et les
astrocytes environnants. En plus de la communication entre les neurones, il existe une
communication bidirectionnelle entre les neurones et les astrocytes, ce qui implique un role
prédominant des cellules gliales dans la physiologie du systeme nerveux (Matyash and
Kettenmann, 2009; Chaboub and Deneen, 2013). Pendant la transmission synaptique, les

astrocytes maintiennent I’homéostasie et le renouvellement du glutamate : 20% du glutamate
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passe dans le neurone, et le reste se dirige vers les astrocytes périsynaptiques. Ainsi le
glutamate est éliminé par les astrocytes afin de prévenir I’excitotoxicité (Verkhratsky and
Kirchhoff, 2007).

Des donnees morphologiques montrent que les astrocytes sont associées avec
quelques plaques AP, tandis que I'astrogliose peut également étre trouvée dans les zones sans
dépots AB. Cela peut résulter du fait que les astrocytes peuvent également répondre a d'autres
facteurs pathologiques dans le vieillissement cérébral (Simpson et al., 2010). Il a été montré
que des fragments AP favorisent une réponse inflammatoire marquée dans le cerveau,
provoquant la synthése de différentes cytokines pro-inflammatoires et médiateurs (Lim et al.,
2013). Les astrocytes forment une barriére entre les neurones et les dép6ts amyloides. Elles
ont la capacité de dégrader I’AP. Mais lorsqu’elles sont exposées a des taux élevés d’Ap
pendant une longue période, elles perdent leur capacité a les éliminer. lls expriment la
BACE1L et secretent des facteurs pro-inflammatoires qui contribuent a 1’expression des
sécrétases et augmentent la conversion de la protéine APP astrocytaire en peptide AP (Apelt
et al., 2003; Rossner et al., 2005 ; Tang, 2009 ; Miners et al., 2010 ; Thal, 2012). Il a été
démontré qu’en présence de la pathologie d'amyloide l'acide aminé 100 de C-terminal de
BAPP, qui se trouve dans les plaques séniles, peut induire I’astrogliose et la mort neuronale
(Sastre et al., 2006). Comme les microglies phagocytent et dégradent I’Ap, les astrocytes
jouent un réle important dans la dégradation d’Ap (Phillips et al., 2014). Il a été démontré
que les astrocytes du cortex enthorinal des patients alzheimer accumulent I’ AB42, et que cette
accumulation est en corrélation avec I’extension de la MA (Nagele et al., 2003). Le
recrutement des astrocytes participent a la neuroinflammation prolongée et 1’expession des
NiOS (nitrous oxide synthases), contribuant a la toxicité médiée par les ON (Oxide nitrite).
Dans la MA, il semble que les cellules microgliales regroupées autour des dépdts amyloides
sont devenues incapables d'éliminer I'amyloide (Rogers et al., 2002). La quasi-totalité des
cytokines, par exemple IL-1b, IL-6, TNF-a, et I'IL-8 sont augmentés chez les patients
alzheimer par rapport aux témoins (Akiyama et al., 2000 ; Sastre et al., 2006).

Il a été signalé que I’activation de la microglie et les astrocytes peuvent favoriser le
dépot AP : plusieurs études sur des modeles de souris ont montré que le dépot amyloide est
augmenté dans des conditions inflammatoires (Guo et al., 2002). De plus, les cytokines sont
capables de réguler I’expression du taux de p-sécrétase, 'ARNm et l'activité de BACEL
(Sastre et al., 2003). Cette enzyme joue un rdle clé dans la formation des neurones AP

(Sastre et al., 2006) et dont sa transcription semble également étre augmentée par TNF
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activated Facteur kappa B (NF-kB), résultant de 1’augmentation de la production Ap (Chen et
al., 2012).

Les dernieres preuves indiquent que la neurodégenérescence est associée a la présence
d'une inflammation dans plusieurs maladies neurodégénératives neurologiques. Ceci a été
montré par des niveaux accrus de pro-inflammatoire des cytokines, telles que TNF-a ou d'IL-
6 trouves dans le serum et le tissu cérébral des patients atteints de la MA par rapport aux
témoins (Fillit et al., 1991 ; Strauss et al., 1992).

SK-N-BE

iii i BV2
158N

Neurones

Fiqure 13: Différents types cellulaires utilisables pour ’étude de la
neurodégénérescence

SK-N-BE : Cellule neuronale ; BV2 : Cellule microgliale ; C6 : Astrocyte ;
158N : Oligodendrocyte.

3.3 Les oligodendrocytes

Les oligodendrocytes (OL), sont des cellules tres arborisées (Figure 13), localisées le
long des trajets axonaux dans le SNC et dérivent des cellules neuroépithéliales du tube neural.
Se sont des cellules qui assurent la myelinisation au niveau du SNC et jouent un role vital en
permettant la transmission rapide de I’influx nerveux et le maintien de l'integrité axonale
(Chamberlain et al., 2015). Les OL commencent a se différencier suite a une activation de la
voie oligodendrocytaire par des signaux adéquats (Chamberlain et al., 2015). Ces cellules
dites spécifiees puis déterminéees sont appelées précurseurs des oligodendrocytes (OPCs). Ces
derniers sont des cellules multipotentes provenant des zones germinales du SNC. Les OL sont
les cellules les plus vulnérables du SNC du fait de leur programme complexe de

différenciation et de leur métabolisme spécifique tres actif (Baarine et al., 2009). Les
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précurseurs des oligodendrocytes donnent progressivement naissance aux progéniteurs,
préoligodendrocytes, oligodendrocytes immatures, oligodendrocytes matures non
myélinisants et enfin, aux oligodendrocytes matures myélinisants, capables de produire la
myéline (gaine isolante des axones). Ils sont caractérisés par de nombreux changements
phenotypiques (évolution de la morphologie cellulaire) et antigéniques (expression
séquentielle des marqueurs spécifiques). L’expression différentielle de protéines
oligodendrocytaires au cours de la maturation des OL permet de les utiliser comme des
marqueurs de différenciation (Baarine et al., 2009) (Figure 14).

04
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—
é Pré-oligodendrocyte Oligodendrocyte
mature
\ o 2 n inisant
Cellule \\'%_ Ne2 csp en el
i = 04 o4
progénitrice o PDGFRa RIP
A28S \3,, OM-20 GalC
GD3 \S, CNP GNP
NG2 \ MBP
PDGFRa PLP/OM-20
; DM-20 \ MAG
CNP
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© .
Cellule précurseur
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PDGFRa
OM-20
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Figure 14: Représentation schématique des étapes du développement
oligodendrocytaire (Baumann and Pham-Dinh, 2001)

Au cours de la différenciation du lignage oligodendrocytaire, la cellule
précurseur devient successivement progénitrice, préoligodendrocyte puis
oligodendrocyte immature, cellule postmitotique. Suit la période de
maturation avec apparition de [’oligodendrocyte mature non myélinisant puis
enfin myélinisant. Chacune de ces étapes se caractérise par des modifications
morphologiques et la synthése de marqueurs indiques dans les cartouches.
Pour certains de ces marqueurs (notés en italique) seul I’ARNm et non la
protéine correspondante, a été detecté. Les sites d’action des signaux
neuronaux ou axonaux sont indiqués. PDGFR : platelet-derived growth factor
receptor ; CNP : (2’-3’)-cyclique-nucléotide phosphodiestérase ; GalC ;
galactosylcéramide ; MBP : protéine basique de la myéline ; MAG
glycoprotéeine associée a la myeéline ; PLP : protéolipide protéine ; MOG :
myelin/oligodendrocyte. protein ; NCAM : neural-cell adhesion molecule.
A2B5, GD3, NG2, 04, RIP : anticorps monoclonaux.
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La MA a été classée comme étant principalement un trouble neuronal, mais elle
affecte non seulement les neurones. Il a été démontré que 50% de tous les cas de la MA
montrent une perte des oligodendrocytes et d'autres substances blanches, potentiellement due
a l'excitotoxicité du glutamate et le stress oxydatif (Brun and Englund, 1986 ; Mattson,
2008 ; Higgins et al., 2010). Cette perte de substance blanche s’accompagne avec
l'augmentation des plaques f-amyloid, ce qui se traduit avec une diminution significative des
protéines de la myéline MBP, PLP et CNP, indiquant la dégénérescence de cette substance
blanche (Roher et al., 2002). 1l a été montré que I’AB 1-42 est toxique pour les cellules
d’oligodendrocytes suite a une injection stéréotaxique d’AB 1-42 en corps calleux, ce qui a
entrainé des dommages de la substance blanche et la mort des oligodendrocytes
(Jantaratnotai et al., 2003). La preuve d'un effet direct de I’AR 1-42 sur les précurseurs des
oligodendrocytes provient des études in vitro démontrant l'apoptose des précurseurs
d'oligodendrocytes de la souris différenciée et indifférenciée , ainsi que réduit I’expression du
NG2 (Desai et al., 2010 ; Nielsen et al., 2013). Par ailleurs, ces effets toxiques ne sont pas
limités a des fragments d’ AR -42, il a été rapporté que I’AB 1-40 (Xu et al., 2001) et I’AB25-
35 (Takao et al., 2004) pourraientt étre toxiques. Ces études in vitro peuvent refléter la perte

des cellules d’oligodendrocytes dans le cerveau des patients alzheimer.

L'analyse des cellules d’oligodendrocytes sur modele de souris avec dépdt de plaque
chronique (souris APPPS1) et des échantillons post mortem du cortex humain des patients
alzheimer révéele que OPCs réagissent spécifiquement dans ces deux conditions quoique avec
des résultats étonnamment distincts : un plus grand nombre de Olig2" ont été observés chez
les souris APPPS1, alors que Olig2™ ont diminué en nombre en pathologie humaine de MA
(Behrendt et al., 2013). Il a été montré que la diminution des niveaux de NG2 solubles,
trouvés dans le LCR de patients atteints de MA est corrélée avec des biomarqueurs la MA
tels que AR 1-42, T-tau et P-tau (Nielsen et al., 2013) suggére qu'il y a une perte de cellules
d’oligodendrocytes dans la MA. Le dysfonctionnement des oligodendrocytes est également
une caractéristique du vieillissement du cerveau. Une hypothése suggere que la MA pourrait
potentiellement étre liée au développement des oligodendrocytes prolongées en lobe frontal
et en régions lobe-temporal médian qui sont les plus vulnérables dans la MA. En effet, la
myélinisation tard dans ces régions est en corrélation avec le début de la MA (Bartzokis,
2004). La contribution des cellules oligodendrocytes dans la pathologie de MA est moins

bien définie.
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Il semble probable que la perturbation de la viabilité cellulaire des oligodendrocytes
aura un impact sur la santé et la survie des neurones de multiples facons. Il est clair que les
gaines de myéline fournissent une protection physique aux axones de projections longues.
Plusieurs sources de données indépendantes soutiennent I'idée que les cellules
d’oligodendrocytes fournissent un soutien métabolique pour les axons adjacents (Nave,
2010).

Les études moléculaires récentes impliquent des changements dans 1’expression des
oligodendrocytes du MCT1, lactate transporteur en tant que contributeur a la perte neuronale
(Lee et al., 2012) (Figure 15). Les oligodendrocytes sont la principale source cellulaire du fer
dans le systeme nerveux central et expriment des niveaux éleves de ferritine (Connor et al.,
1990 ; Connor et al., 1995). Les dommages aux oligodendrocytes peuvent alors libérer le fer
dans le milieu environnant qui peut étre absorbé par macrophages et stimulent leur
cytotoxicité. En variante, des taux éleves du fer ont été impliqués dans I'élévation des especes
réactives de I'oxygeéne et fer intracellulaire est capable de déclencher un nouveau type de mort
cellulaire appelée ferroptosis (Dixon et al., 2012 ; Dixon and Stockwell, 2014) qui est
distinct de I'apoptose ou la nécrose. La stimulation de la mort neuronale par une telle voie
pourrait contribuer directement a la neurodégénérescence secondaire de la perte
d'oligodendrocytes. Plus précisément dans la MA, le fer libéré par les oligodendrocytes
mourrantes peut favoriser la formation d'oligomeres et améliore AB (Schubert and Chevion,
1995 ; Huang et al., 2004 ; Liu et al., 2011).
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Figure 15: Mécanismes potentiels des interactions oligodendrocytes - neurones

Dans la maladie d'Alzheimer, [’amyloides Af dérivés de la protéine précurseur de
I'amyloide par clivage sequentiel de la protéine, sont déposées autour des neurones et
forment des plaques amyloides, qui contribuent a la pathogenése de la maladie. Les
oligomeres AR causent des dommages de la substance blanche, y compris une réduction
des protéines de la myéline et la mort des oligodendrocytes. Perte d'oligodendrocytes et
de leur myéline laisse les axones et les neurones vulnérables a d'autres stimuli. OL :
oligodendrocytes ; OPC : Cellule précurseur d’oligodendrocytes ; N : Neuron ; MCT1 :
Transporteur monocarboxylate 1; MCT2, Transporteur monocarboxylate 2 ; ERO :

Espéces réactives de I'oxygene; NO : oxyde nitrique; GFS, Facteurs de croissance.

3.1 Les cellules épendymaires

Les cellules épendymaires forment un épithélium spécialisé qui tapisse les cavités
ventriculaires et le canal central de la moelle. Contrairement aux autres épithéliums, celui-ci
ne repose pas sur une menbrane basale mais sur une couche constituée de prolongements

astrocyraires. Il s’agit d’un épithélium cilié comportant également des microvillosités.
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I11. CONTEXTE DE LA MALADIE D’ALZHEIMER
1. Maladie d’Alzheimer : une démence amnesique
1.1 Définition de la démence

La démence est definie comme un syndrome généralement chronique ou évolutif. Le

syndrome de démence est caractérise par une detérioration progressive du fonctionnement

mental comme la mémoire, 1’apprentissage, 1’orientation, le langage, la compréhension et le

jugement ce qui entrave I’autonomie dans la vie quotidienne du malade. L’Organisation

Mondiale pour la Santé (OMS) a défini la démence comme une « altération progressive de la

mémoire et de 1’idéation », suffisamment marquée pour handicaper les activités de la vie de

tous les jours. Cette altération doit étre apparue depuis au moins six mois et étre associée a un

trouble d’au moins une des fonctions suivantes:

Les aphasies ou troubles du langage: troubles de 1’expression ou de la compréhension du

langage acquis, parlé ou écrit.
La mémoire: altérée, irritable voire dépressive.

Les praxies: troubles de la réalisation du geste en ’absence de déficit sensitivomoteur,
trouble de la coordination, troubles de la compréhension ou de la reconnaissance, et
déficit intellectuel important.

Les gnosies: troubles de la reconnaissance des objets connus et familiers, troubles

d’identification des sons, des stimuli visuels et des objets par la vision ou le toucher.

Des troubles des fonctions exécutives: par exemple ne plus savoir comment se servir de
son téléphone ou comment préparer une recette jusque-la bien connue. Les problémes
d’orientation dans le temps et dans 1’espace sont également révélateurs: les personnes qui
développent la maladie se perdent sur un trajet habituel ou ne savent plus se situer dans le

temps.

Les personnes atteintes de la MA présentent une perte progressive de I’autonomie. La

MA est une démence amnésique progressive qui s’associe a des troubles du langage et des

troubles praxiques et qui évolue vers un syndrome aphaso-apraxo-agnosique.
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En France, la Haute Autorité de Santé (HAS — ex Agence Nationale d’Accréditation et
d’Evaluation en Santé « ANAES ») définit la MA comme « une affection neurodégénérative
du systéeme nerveux central caractérisée par une détérioration durable et progressive des
fonctions cognitives et des lésions neuropathologiques spécifiques ». En effet, les démences
dégénératives sont classées comme suit en deux types, qui sont la conséquence d’une
dégénérescence des cellules nerveuses, et non dégénératives dues a d’autres pathologies

(Tableau 7).

Tableau 7 : Classification des démences (d’aprés Backchine et Habert 2007)

Type de Démences Démences
Maladie d’ Alzheimer
Démence a corps de Lewy
Démences Démence frontotemporale

Dégénératives Maladie de Parkinson
Maladie de Huntington
Aphasie primaire progressive
Démence vasculaire

Démence  traumatique  ou  apparentée

Démences non (traumatisme cranien)
Deégeneratives Démence infectieuse (maladie de Creutzfledt-
Jakob)

Démence toxique et métabolique (alcoolisme)

1.2 Epidémiologie

Le vieillissement est défini par I’Organisation Mondiale de la Santé¢ (OMS, 1994),
comme « un processus graduel et irréversible de modifications des structures et des fonctions
de l'organisme, résultant du passage du temps ». Le vieillissement est un phénoméne
planétaire. Selon I’OMS, la population des 60 ans ou plus est celle qui augmente le plus vite.
Cela reflete des consequences économiques, politiques et sociales importantes et
s’accompagne de difficultés particulieres auxquelles tous les pays devront faire face. Le
vieillissement étant le facteur de risque de la plupart des affections neurodégénératives
comme la MA qui est la forme de démence la plus fréquente de la personne agée. Elle est

responsable d’environ 70% des troubles démentiels actuellement diagnostiqués en France.

The World Alzheimer Report de 2015 révéle que pour une population mondiale

d’environ 7,35 milliards d’individu en 2015, on estime que 46,8 millions de personnes dans le
e
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monde vivent avec une démence, la grande majorité correspond a la MA. Ce nombre va

presque doubler tous les 20 ans, atteignant 74,7 millions en 2030 et 131,5 millions en 2050.

Ces nouvelles estimations sont 12-13% plus élevées que celles publiées dans le World
Alzheimer Report 2009. Selon I’ Association Marocaine d’Alzheimer, la MA concerne 50.000
personnes; cette prévalence de la maladie au Maroc reste relativement faible en comparaison
avec d'autres pays du monde. Par exemple, en France, le nombre de sujets atteints est estimé a
environ 800.000 personnes. D'aprés les projections démographiques qui refletent bien le
vieillissement de la population marocaine dans les années a venir, le nombre des malades va
augmenter : prées de 75.000 personnes seraient atteintes de la MA d’ici 2020. La prévalence de
la pathologie évolue avec 1’age : de 0,5% avant 65 ans, elle est de 2 a 4% apres 65 ans et
atteint 15% dés 80 ans. Elle est prédominante chez les femmes, avec un ratio [femme/homme]
supérieur a 2 (Mielke et al., 2014).

1.3 Manifestation Clinique

La MA est une affection dégénérative du systéme nerveux central entrainant une perte
progressive des fonctions cognitives, notamment de la mémoire et des troubles
comportementaux. Le malade perd progressivement ses facultés cognitives et son autonomie
au fil des années. Il finit par étre totalement dépendant. La MA s'aggrave au fil du temps. Les
experts ont défini des «stades » afin de décrire I'évolution des capacités d'une personne

atteinte de la MA jusgu'a un stade avancé.

- Phase pré-démentielle (stade prodromal) : Aucune déficience (fonctions normales). La
personne presente des troubles de la mémoire relativement isolée, avec pas ou peu
d’atteinte des autres fonctions cognitives et une totale préservation de I’autonomie

quotidienne. Cette phase peut s’étendre sur plusieurs années.

- La phase démentielle, ou d’autres sphéres cognitives sont touchées. Elle peut se
subdiviser en « legére », « modérée » et « sévére », et s’étalant sur 3 a 4 ans, caractérisée
par des troubles de la mémoire épisodique liés a une incapacité a retenir des informations

récentes. Les faits anciens restent en mémoire jusqu’a un stade avancé de la maladie.

- La phase tardive ou avancée: la démence est alors majeure, le patient va perdre toute

capacité a communiquer et devenir mutique, il perd son autonomie, et devient totalement
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dépendant vis-a-vis de l'entourage familial, et donc il finit par ne plus reconnaitre ses

proches, ni ses soignants.

1.4 Physiopathologie

Deux types de Iésions cérébrales sont décrites en histologie pour la premiere fois par
Alois Alzheimer : les dégénérescences neurofibrillaires et les plagques amyloides (plaques
séniles). Ces deux types de lésions sont observées en microoscopie aprés coloration
histologique (Perl et al., 2000). Actuellement, il est admis que ces lésions sont les
déclencheurs de la MA. La MA a été décrite pour la premiére fois par Alois Alzheimer lors
d’un congres a Munich en 1906. Il décrit un type de démence observé chez une patiente de 51
ans, Augusta Deter, qui présente des troubles neuropsychologiques encore observés a ce jour
chez les patients atteints par la MA : une perte progressive de la mémoire et un déclin des
capacités cognitives accompagneées de troubles du comportement, d’une perte progressive du
langage et d’une désorientation. Alois Alzheimer n’avait jamais eu de cas semblable. Il a
pratiqué une autopsie sur sa patiente. Il a constaté une grande atrophie de son cerveau,
particulierement au niveau du cortex, une fine couche extérieure de matiéere grise impliquée

dans la mémoire, le langage, le jugement et la pensée en général.

L’¢tude histopathologique du cerveau lui a permis de décrire deux types de 1ésions :
des enchevétrements neurofibrillaires a I’intérieur des neurones et des plaques séniles autour
des neurones (Figure 16). C’est en 1910 que la communauté scientifique décide de nommer
cette démence « maladie d’Alzheimer », en référence au neuropsychologue ‘Alois Alzheimer’

I’ayant décrite pour la premiére fois (Haustgen and Sinzelle, 2010).
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Figure 16: Lésions histologiques caractéristiques de la maladie d’Alzheimer

mises en évidence par des techniques de colorations d’aprés Kovari et al. (2011)
A, B: Enchevétrements neurofibrillaires avec hématoxyline-éosine

C, D: Plaques séniles avec imprégnation au nitrate d’argent.

Les phénomeénes a 1’origine de I’apparition de ces lésions ne sont pas encore connus,
et I’'influence des DNF et des plaques sur la cascade neurodégénérative est encore a 1’étude.
Ces lésions sont principalement accumulées dans le cortex (partie superficielle du cerveau) et
dans I’hippocampe (Thompson and Vinters, 2012). A ces Iésions s’ajoute 'atrophie corticale
(Figure 17).
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Figure 17: Comparaison de sections de cerveau de sujet sain et de sujet atteint par la

Enchevétrements
neurofibrillaires
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maladie d’Alzheimer

A: Coupe transversale de cerveau de sujet sain et de sujet présentant une atrophie

corticale, B: Modifications histologiques associées a 1’atrophie corticale.

1.5 Plaques amyloides

Ce sont des lésions extraneuronales avec masse sphérique de 50-200 um de diametre,
plus au moins compactes et de densité variable (Selkoe, 2001). Elles couvrent presque tout le
cortex cérébral, se propageant ensuite dans la substance grise corticale, la région
hippocampique et le cervelet. Alois Alzheimer décrit dans son rapport original d’autopsie en
1907, que les plaques amyloides résultent de ’accumulation extracellulaire anormale de
peptides amyloide-f (AB). C’est un fragment peptidique insoluble et toxique, de 4 KDa, sous
une forme a 40 ou 42 acides aminés, AP« et APz, respectivement. Ces deux peptides sont
formés apres le clivage protéolytique séquentiel d’une glycoprotéine trasmembranaire APP
(Amyloid Precursor Protein) (Krishnaswamy et al., 2009) par la B-sécrétase et la y-sécrétase
dans les neurones. L’AP4 repreésente la forme la plus hydrophobe qui a tendance a
I’agrégation (70 fois plus rapide que AP4o) en raison de son fort taux de fibrillation et
d’insolubilité (Serrano-Pozo et al., 2011), alors que 1’ AB4o présente une moindre proportion a
I’agrégation dans les plaques. A noter que, la couronne de plaques amyloides est entourée de
prolongements neuronaux dégénérés alors que son centre dispose d’un enchevétrement de

fibrilles.
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a. APP ( Amyloid Precurcor Protein)

Les peptides amyloides sont issus du clivage protéolytique de I’APP. L’ APP est une

glycoprotéine ancrée a la membrane cytoplasmique des neurones et exprimee dans de

nombreuses cellules dont le gene est situé sur le chromosome 2 (Figure 18).
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Figure 18: Structure de ’APP. L’APP contient de nombreux domaines

fonctionnels. Les trois isoformes les plus abondantes de I'APP sont APP779, APP7sy,

et I'APPggs essentiellement neuronales. La région N-terminale de ces domaines

comprend une liaison & I'héparine et le facteur de croissance (HBD1 / GFLD), un

domaine de liaison de cuivre (CuBD), domaine de zinc de liaison (ZnBD), une

région acide (DE), inhibiteur de la protéase de type Kunitz domaine (KPI; pas

présent dans APPggs), une seconde héparine de domaine de liaison (HBD2), région

aléatoire enroulée (RC), et le domaine béta-amyloide (AR). Le zoom sur la région

ApB montre les sites de clivage de I'APP para-, - et y-sécrétase (Lazarov and

Demars. 2012).

b. Clivage de I’APP

Le métabolisme de I’APP se fait sous I’action simultanée de trois sécrétases (alpha,

béta, et gamma) selon deux voies (Figure 19) (Francoise et al., 2010):

- une voie non amyloidogene, sous I’action de 1’a-sécrétase, métaloprotéase qui coupe entre

les résidus 687 et 688 (résidus 16 et 17 d’AP), libére un gros fragment N-terminal

soluble, sAPPa. La partie C-terminale membranaire, C83, est ensuite clivée par la vy-

sécretase pour produire le peptide P3 (ou Ap 17-40/42) et un fragment cytosolique appelé
AICD (APP Intra Cellular Domain).
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Le fragment N-terminal soluble, sAPPa, présente des propriétés neurotrophiques et
neuroprotectrices (Lichtenthaler, 2012) et jouerait un role dans les processus d’apprentissage
et de mémorisation (Ohsawa et al., 1995). Le clivage par la y-sécrétase, s’effectue en
difféerents sites et conduit ainsi a une hétérogéneité C-terminale des peptides P3 et AB. La y-
sécrétase est un complexe multiprotéique constitué de quatre partenaires: un hétérodimere des
présénilines 1 et 2 (PS1 et PS2), la nicastrine, une glycoprotéine de type | (NCT) et deux
protéines membranaires, I’anterior pharynx defective 1 (Aph-1) et la presenilin enchancer 2

homolog (Pen-2) (Krishnaswamy et al., 2009).

- une voie amyloidogéne se fait sous 1’action de la B-sécrétase agissant a 1’extrémité N-
terminale du peptide APP, est une protéase acide aussi nommée BAPP cleaving enzyme 1
(BACE1) ou memapsin 2. BACE1 a un homologue, BACE2, mais il n’est présent qu’a
faible taux dans le cerveau et de ce fait, contribue peu ou pas a la formation de peptide
APP. La B-sécrétase clive ce dernier entre les résidus 671 et 672, ce qui méne a la
libération du fragment sAPPp et formation du fragment C-terminal C99, cependant la y-
sécrétase s’occupe de I’extrémité C-terminale, produisant I’AP qui pourra s’agréger sous
forme d’oligomére AP puis de fibrilles AB. Ces fibrilles formeront alors les dépots

amyloides.
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Figure 19: Clivage enzymatique de ’APP. La voie non-amyloidogéenique
implique un clivage protéolytique par I’a et la y-sécrétase aboutissant a la
géneration de sAPPa et des fragments carboxy-terminaux incluant P3, CTF83
(Cytoplasmic Terminal Fragment 83) et AICD (Amyloid Precursor Protein
Intracellular Domain). La voie amyloidogénique implique le clivage
protéolytique par la R-et la y-sécrétase aboutissant a la libération de SAPPR
et des fragments carboxy-terminaux incluant [’Af, CTF99 (Cytoplasmic
Terminal Fragment 99) et I’AICD. Le peptide Af5 pourrait s’ oligomériser et
former des fibrilles menant a la MA. sAPPa pourrait fonctionner pour
promouvoir la neurogenese et la survie cellulaire, tandis qu’AICD pourrait
avoir des effets inhibiteurs de la neurogénése probablement via la formation
d’un complexe avec un facteur de stabilisation Fe65, Tip60 et Med12 jouant
un role dans la régulation transcriptionelle (Chen et al., 2013).

1.6 Dégénérescence neurofibrillaire

Alois Alzheimer a détecté, grace a la technique argentique, une accumulation

anormale du matériel fibrillaire dans les neurones qu’il nomme DNF. C’est la seconde 1ésion

histopathologique caractéristique de la MA. Les DNF sont retrouvés a l'intérieur des

neurones. lls sont constitués de filaments appariés en hélice (PHFs ; Paired Helical
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Filaments). Ces PHFs sont composés de filaments de 10 nm de diameétre, disposés en hélice
(Kidd, 1963 ; Kidd, 1964), constitués des protéines tau (pour « tubulin associated unit »).

Cette dégéneérescence est liee a I'age et a la vulnérabilité neuronale de certaines régions
cérébrales. Elle pourrait dépendre de 1’age du fait qu’elle a été observée chez I’Homme dés
I'dge de 50 ans, et de facon systématique dans les régions hippocampiques a partir de 75 ans
(Delacourte et al., 1999).

a.Protéine Tau

La protéine Tau est décrite pour la premiere fois en 1975 (Cleveland et al., 1977;
Cleveland et al., 1977; Weingarten et al., 1975) comme un facteur essentiel a la stabilisation
microtubulaire, notamment des neurones du cerveau. Dans le cas de nombreuses maladies
appelées Tauopathies, dont la plus connue est la MA, les protéines Tau s’agrégent
anormalement et seraient a 1’origine de la dégénérescence neuronale. Tau est une protéine
cytosolique thermostable qui appartient a la famille des protéines associées aux microtubules
(MAPs « microtubule associated protein »). Ces MAPS ont, en microscopie électronique, un
aspect de baguette. Elles sont codées par un gene unique localisé sur le bras long du
chromosome 17 (Neve et al., 1986) dont il existe 6 isoformes dans le cerveau humain.
Chacune de ces isoformes contient 3 ou 4 domaines de fixation aux microtubules. A 1’état
physiologique, la protéine Tau peut exister sous forme phosphorylée dans les cellules non
différenciées ou elle est nommée « protéine Tau foetale » et ne s’associe pas aux
microtubules. La protéine Tau est sous forme non phosphorylée dans les neurones matures ou
elle se trouve majoritairement au niveau des axones et en faible quantité dans les dendrites et
le corps cellulaire (Swerdlow, 2007 ; Liu and Gétz, 2013).

La protéine Tau est physiologiquement phosphorylée au niveau de certains sites :
résidus S262, S293, S324 et S356. L’hyperphosphorylation au niveau des residus S212, S214,
S231, S235 et S422 de Tau conduit & une dissociation des microtubules empéchant leur
stabilisation et leur fonctionnement (Martin et al., 2011). Ceci induit une accumulation
anormale de Tau dans le corps cellulaire et les dendrites, augmente sa capacité a s’assembler
en filaments hélicoidaux appariés et diminue ’affinité de Tau pour les microtubules ce qui a
pour conséquence de rompre la structure axonale. Ainsi, I’hyperphosphorylation de Tau et la
formation des DNF empéchent 1’assemblage et la stabilit¢ des microtubules, ce qui

compromet le transport axonal (Figure 20) (Velasco et al., 1998 ; Nisbet et al., 2015).
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Figure 20: Stabilite des microtubules, hyperphosphorylation de Tau et
dégénérescence neurofibrillaires d’aprés Mokhtar et al. (Mokhtar et al., 2013)

Dans les conditions physiologiques, la protéine Tau, non phosphorylée, stabilise les
microtubules.Dans la MA, [’hyperphosphorylation de Tau induit une
dépolymérisation des microtubules. Les protéines Tau s’assemblent ensuite pour
former des oligomeres puis des filaments hélicoidaux a [’origine des
dégénérescences  neurofibrillaires. Ces dégénérescences neurofibrillaires
provoquent la mort neuronale et la libération d’oligomeres de la protéine Tau dans
[’environnement extracellulaire. Cela active la microglie et propage les dommages

neuronaux.

La protéine Tau peut se phosphoryler de fagon excessive dans certaines pathologies
dont la MA, ce qui serait dii @ une augmentation d’activité kinase, une diminution d’activité
phosphatase, ou une combinaison des deux (Neve et al., 1986 ; Gong et al., 2000). Parmi les
kinases figurent: les MAP (Mitogen Activated Protein) kinases, les Tau tubuline kinases, les
kinases dépendantes des cyclines telles que Cdc2 et Cdk5, les MARK (Microtubule Affinity
Regulating Kinase), la CaMKIl (Ca®*/calmodulin Dependent Protein Kinase 1), la PKA
(cyclic-AMP-dependent kinase), la GSK-3B, les caséines kinases | et Il ainsi que les
SAPK/INK (Stress Activated Protein Kinases) (Johnson and Stoothoff, 2004 ; Balaraman
et al., 2006).

L’état de phosphorylation de Tau est également régulé par différentes phosphatases.
Plusieurs protéines sont responsables de 1’activité de la phosphatase tellques; la protéine
phosphatase PP2A est responsable de plus de 70 % de 1’activité phosphatase liée a Tau dans

le cerveau humain. Cette protéine intervient dans la régulation de la phosphorylation de Tau.
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Un taux de méthylation de PP2A faible, conduit a une hyperphosphorylation de Tau
(Sontag et al., 2007; Zhou et al., 2008). Liu et al. a montré que d’autres phosphatases
comme PP1, PP5 et PP2B sont impliquées mais a un niveau moins important (Liu et al.,
2005).

b. Localisation des lésions cérébrales

Les DNF apparaissent dans les phases précoces de la MA au niveau du cortex
entorhinal puis s’étendent au systeme limbique et a [’hippocampe pour atteindre finalement le
néocortex dans les phases tardives de la pathologie. Les travaux histologiques de Braak et
Braak ont pu, dans un premier temps, subdiviser la progression de cette DNF en 6 stades
(Braak and Braak, 1991) (Figure 21).

- Stade | et Il « trans-entorhinaux » : Ces stades de la pathologie sont retrouvés dans les
formes de la maladie les plus modérées et correspondent respectivement a

I’envahissement progressif et a 1’atteinte du cortex transentorhinal par la DNF.

- Stade Il et IV : Ces stades représentent les stades dits « limbiques » de la pathologie et
voient la DNF envahir le territoire hippocampique. L’isocortex est encore intact a ce

stade.

- Stade V et VI « isocorticaux » : Ces stades correspondent a ’atteinte progressive des
territoires de I’isocortex allant des aires associatives isocorticales, passant par les aires

sensorielles primaires pour finir dans les aires corticales primaires.
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Figure 21: Progression de la dégénérescence neurofibrillaire au cours de la Maladie
d’Alzheimer

Progression en 6 stades histologiques de la DNF indiquée par les fleches en noir

selon la localization de Braak, (Braak and Braak, 1991).

1.7 Les facteurs de risque de la maladie d’Alzheimer

Les facteurs responsables de la MA restent encore largement énigmatiques malgré la
progression de la connaissance sur la physiopathologie de la maladie. Tous les auteurs
s'accordent a dire que la MA a des causes multifactorielles (Goate, 1997; Ling et al., 2003).
L'age et par conséquent, le vieillissement est le facteur de risque principal de la MA (Ling et
al., 2003). Comme dans toute maladie chronique, il existe également une susceptibilité
individuelle, qui crée un terrain plus ou moins favorable a 1’apparition de la maladie en
fonction du vieillissement et des autres facteurs de risque environnementaux. Le sexe est
présenté comme un facteur de risque de la MA avec une prévalence plus élevée chez les
femmes que chez les hommes (Mielke et al., 2014). Cette différence en fonction du sexe
pourrait s’expliquer par les différences génétiques et hormonales (notamment liée a la baisse

du niveau d’oestrogénes avec 1’age chez la femme).
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a. Facteurs génétiques

Dans la forme familiale de la MA sont en cause des mutations ponctuelles de genes,
mutations qui sont toujours pathogénes et dont le mode de transmission est autosomique
dominant. 11 s’agit des chromosomes 21 (porteur du géne de I’APP), 14 (PS1) et (PS2)
(Selkoe et al., 2001). Dans les formes dites sporadiques de la maladie le facteur de risque
génetique le plus connu, et établi depuis plus de 10 ans, est associé au géne de
I’apolipoprotéine E (apoE) qui est une protéine associée au transport des lipides. Dans le
systeme nerveux périphérique, elle intervient dans la mobilisation et la redistribution des
lipides lors des phénoménes de croissance et de réparation des cellules nerveuses. Le géne de
I’apoE se situe sur le chromosome 19 et il existe trois isoformes fréquentes (apoE2, apoE3 et
apoE4), caractérisées par la présence d'une arginine ou d'une cystéine en position 112 et 158.
Chacune de ces isoformes est codée par un alléle différent du gene apoE (E2, E3 et E4). La
présence d'un ou deux alleles E4 de I'apoE est un facteur de risque de survenue de MA et ce
risque est multiplié par 5 ou plus lorsque I’individu porte 2 copies de ’all¢le apoE4. D’autres
génes sont impliqués dans la MA comme SORL1 (Sortilin-Related Receptor), CLU,
PICALM, et ABCAT7. Ces genes mis en évidence concernent trois voies impliquées dans la
MA : la réponse immunitaire, le métabolisme lipidique et I’endocytose (Reitz and Mayeux,
2014). Un geéne du chromosome 12 codant pour I’a2-macroglobuline est aussi impliqué dans
la dégradation de I’ AP (Selkoe et al., 2001).

b. Facteurs environnementaux

En plus de ces deux facteurs, s’ajoutent des variables liées a 1'éducation, au niveau
socio-professionnel et aux activités de loisirs, certains traits biologiques et psychologiques
joueraient un réle non negligeable (Schenk et al., 2004). Parmi ceux-ci, on note les
pathologies vasculaires (Kudo et al., 2000), les états de dépression (Mc Cury et al., 2004) et
les traumatismes craniens (Jellinger, 2004). D'autres études incriminent certains métaux
(aluminium, mercure, ...), I’alcool, le tabac et les facteurs alimentaires (carences en vitamines
en particulier Vitamine D et Vitamine E, régime trop riche en graisses, ...) (Dosunmu et al.,
2007).
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1.8 Modéle d’étude de la maladie d’Alzheimer
a. Modeles in vitro

Différentes lignées cellulaires sont sélectionnées pour 1’étude des mécanismes
moléculaires impliquées dans la MA. Il s’agit de neuroblastomes humains : les cellules SH-
SY-5Y, SK-N-BE, SKNSH-SY5Y qui deérivent de la lignée SKNSH, les cellules IMR-32
(Neil et al., 1994) et les cellules Neuro 2A. Des cultures primaires de cellules neuronales du

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

Au cours de ces dernieres années a New-York, I’équipe “New York Stem Cell
Fundation for Alzheimer's Disease Research” a développé une culture de cellules souches (3-
D stem cells) en prélevant le sang et/ou en reprogrammant les cellules de la peau de patients
Alzheimer pour donner des cellules souches pluripotentes capables de devenir des neurones

ou d’autres cellules cérébrales (Nestor et al., 2013).

b. Modéles in vivo

Les modeles animaux ont pour objectif d’étudier les maladies humaines pour
comprendre leurs mécanismes et trouver des thérapies contre ces maladies. Dans le cas des
maladies neurodégéneratives, ces modeles peuvent étre utilisés pour explorer des mécanismes
physiopathogéniques associés aux maladies du cerveau liés a 1’age et pour tester des nouvelles

therapies.

1. Modéles animaux naturels

Dans le cas de la MA, differentes espéces sont capables de déveloper de maniére
spontannée des plaques amyloides, protéine Tau anormalement phosphorylée, perte

neuronale. Parmi ces modéles spontanés figurent :
- Le modéle canin (chien)

Avec l'age, certains chiens développent une forme de maladie neuro-dégénérative
appelée syndrome de dysfonctionnement cognitif canin, ou syndrome du vieux chien
comportant quelques similitudes avec la MA chez I’Homme. Ce modele produit une forme
d’AB1-42 identique a la forme humaine et présente les mémes signes neuropathologiques tels
que la perte neuronale, la perte de la neurogénése, I’atrophie corticale et les dommages

oxydatifs (Sarasa and Pesini, 2009 ; Dowling and Head, 2012).
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- Le modéle singe

Ce modeéle présente une similitude avec I’homme au niveau de la séquence d’acides
aminés constituant le peptide amyloide. Il différe de I’homme en position 18 et 25. L’injection
intracérébrale d’ApB sous forme fibrillaire chez le singe se traduit par une importante perte
neuronale, une hyperphosphorylation de la protéine Tau et une prolifération microgliale
(Geula, 1998). Le singe agé a pu étre utilise pour démontrer la reduction de dépots diffus de

peptide AB cérébraux par immunothéraopie anti- Ap.
- Le modele microcebe (Iémurien Microcebus murinus)

C’est un prisimien origainaire de Madagascar, d’une durée de vie d’une dizaine
d’années. Il constitue un mode¢le intéressant de MA et de vieillissement. 11 développe des
dépbts du peptide AP et des accumulations de la protéine Tau hyperphosphorylée et la perte

des neurones cholinergiques.
- Le modéle chat

Le chat vieillissant présente des troubles du comportement & savoir troubles de
mémoire, désorientation, perte de propreté, troubles de marche et chutes.... D'une maniére
générale, toutes les fonctions cognitives semblent affectées, peu ou prou. Ces signes
correspondent a des modifications neuropathologiques que 1’on trouve chez les personnes
atteintes de la MA. Il s’agit plus particuliérement de dépdts de plaques béta-amyloides et

d’une atrophie cérébrale.
- Le moldele lapin

Chez le lapin, les phénotypes précités sont accélérés par une alimentation riche en
choléstérol, qui en quelques mois, conduit a une immunoréactivité Ap intraneuronale dans
I’hippocampe, une perte neuronale associée a une accumulation de protéine tau intraneuronale

et a des déficits fonctionnels.

Les modéles spontanés présentent au moins 3 inconvénients (Pradier and
Duyckaerts, 2015):

% Le développement de la pathologie est généralement tardif et intéresse seulement une

proportion limitée de la population qui ne peut pas étre pré-identifiée.
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Il s’agit, pour I’essentiel, de dépdts de peptide AP souvent diffus; la pathologie
neurofibrillaire spontannée étant inexistante ou modérée, en tout cas differente de celle qui

est constatée chez I’homme.

% La recherche du mécanisme de la pathologie se heurte en pratique aux mémes difficultés
que chez I’homme parce qu’il est encore mal compris et que ses étapes sont difficiles a

controler.

2. Modéles artificiels
- Modé¢les murins tansgéniques de la maladie d’ Alzheimer

Le principe de souris transgéniques consiste a introduire un géne humain muté ou a
I’inactiver chez un animal de laboratoire afin de moduler 1’expression des protéines
responsables de la maladie. Ces souris expriment la protéine APP humaine qui donnent des

protéines amyloides aboutissant a des dépots diffus et a la formation de plaques séniles.

Le modéle PDAPP exprime la protéine APP humaine avec la mutation indienne
V717F induite par le promoteur Platelet-Derived Growth Factor p.

Les modeéles Tg2576 et APP23 expriment la protéine humaine APP avec la mutation
suédoise K670N/M671L sous le contr6le du promoteur du géne prion du hamster pour le
modele Tg2576 et celui du promoteur du géne murin Thyl pour le modele APP23 (Games et
al., 1995 ; Sturchler-Pierrat et al., 1997).

Ces souris se caractérisent par la présence de plaques béta amyloides, une atrophie de
I’hippocampe, une perte des fonctions cognitives, une perturbation de comportement, un
dysfonctionnement des synapses, une modification de la forme et de la fonction des cellules
gliales (astrocytose et microgliose). Toutefois, méme si des formes hyperphosphorylées de
Tau sont détectées, aucune dégénérescence neurofibrillaire n’est observée et la perte

neuronale est faible.

Les souris transgéniques PSEN1 et PSEN2 présentent une augmentation du ratio Ap;.
42l AP1-40, €lles ne développent pas de plaques amyloides, ni de DNF. Ces souris ont été
utilisées pour développer un modele croisé APP/PSEN dont le ratio AP1-42/ABi-40 élevé et
développe des depdts amyloides plus précocement que les souris Tg2576 5 (Holcomb et al.,
1998 ; Mc Gowan et al., 2006 ; Van Dam and De Deyn, 2011).
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Un croisement entre les souris avec mutation APP et les souris avec mutation Tau
augmente les dép6ts amyloides et induit une apparition de DNF et une perte neuronale que

’on ne retrouve pas chez les souris APP.

Le modéle 3xTg-AD combinant trois mutations : la mutation de la protéine APP, la
mutation de la protéine Tau, et la mutation de PSEN1 développe les plaques amyloides avant
les DNF. Ce mode¢le se caractérise par une perte neuronale accompagnée d’une réaction

inflammatoire et atteinte des synapses (Van Dam and De Deyn, 2011).

Un réle important de 1’apoliprotéine E dans la formation des dépots amyloides in vivo
a été démontré chez les souris déficientes en ApoE croisées avec une lignée transgenique APP
qui présente une forte réduction des dépbts agréges sans alétrations des dépots diffus (Bales et
al., 1997)

1.9 Traitements de la maladie d’Alzheimer

Il faut bien ’admettre, nous sommes impuissants face au temps qui passe, C’est le
vieillissement. Il faut donc étre attentif & notre alimentation et a notre mode de vie. Se nourrir
de facon équilibrée et diversifiée a un impact tres net sur la santé et sur la capacité a résister a
I’age.

Une étude épidémiologique traitant I’importance de la nutrition dans le développement
des maladies neurodégénératives montre qu’un régime méditerranéen riche en huile d’olive et
en poissons gras (régime riche en AGMI et AGPI) conduit a un faible risque de développer
des perturbations conginitives qui sont liées au vieillisement (Scarmeas et al., 2006). La
neuroprotection par les antioxydants a donc suscité beaucoup d’intérét. La majorité¢ des
recherches sur le réle des antioxydants alimentaires dans la fonction neurologique et dans
certaines maladies neurodégénératives. Les relations sociales, les activités sportives ou
intellectuelles peuvent jouer un role pour limiter I’état dépressif qui constitue un facteur de

risque important pour les pathologies neurodegénératives et préserver les fonctions cognitives.

A T’heure actuelle, il n’existe aucun traitement curatif de la MA. Par ailleurs, 1’effet
des médicaments disponibles n’est que modeste. Associés a la prise en charge globale du
malade (accompagnant, environnement, ...), I’effet des médicaments montre une influence
sur le déclin cognitif, la perte d’autonomie et les troubles comportementaux. Les premieres

molécules utilisées dans le traitement de la MA sont les inhibiteurs de cholinestérase qui

57



Chapitre 111 : Alzheimer Synthése Biobliographique

permettent d’augmenter les capacités cognitives et moderent les troubles comportementaux
(Guillemaud et al., 2013).

La tacrine, le donepezil, la galantamine et la rivastigmine, inhibent les cholinetérases
du systeme nerveux et augmentent la concentration d’acétylcholine au niveau des synapses.
Le déficit en acétylcholine tient un rdle central dans les symptdmes cognitifs, fonctionnels et
comportementaux. Un autre traitement comme la mémantine qui est un agoniste du récepteur
du glutamate, de type NMDA (acide N-méthyl-D-aspartique). Ce médicament agit sur
I’excitotoxicité du glutamate en réduisant I’influx calcique responsable de la mort neuronale
et des atteintes de la plasticité synaptique et donc améliore la performance et la fonction
cognitive des patients atteints de MA. La combinaison des deux traitements, la mémantine

avec les inhibiteurs d’acétylcholinestérase, permet d’améliorer leurs effets bénéfiques.

2. Aluminium et maladie d’Alzheimer
2.1 Les métaux

Les métaux sont nécessaires pour le développement et la maintenance des activités
enzymatiques, l'apprentissage et la mémoire, la fonction mitochondriale, la myélinisation,
ainsi que la neurotransmission (Parakach et al., 2016). Les cellules jouent un role important
pour le controle de I’homéostasie des ions métalliques. Cependant, les perturbations de ces
mécanismes, ou l'absorption de métaux nocifs sans fonction biologique connue, modifient
I'équilibre ionique et peut conduire a certaines maladies, y compris plusieurs troubles du SNC
tels que la maladie de Parkinson, la MA et I’atrophie ...(Roberts et al., 2012).

La neurotoxicité des métaux est bien connu depuis le siecle dernier. Les métaux ont un
role essentiel dans le métabolisme normal des neurones. Les éléments de traces comme le
cuivre (Cu), aluminium (Al), le fer (Fe) le manganése (Mn) et le zinc (Zn) peuvent a la fois
perturber le processus métabolique dans le cerveau, et étre impliques dans la neurotoxicité
(Parakach et al., 2016 ). D’autres ¢léments tels que le cadmium (Cd), I’arsenic (As) et le
plomb (Pb) sont bien connus d’avoir un réle métabolique et capables d'induire une toxicité. Il
a bien été rapporté que les métaux ont un role important dans la pathogenese de la MA
(Jomova et al., 2010). 1l y a eu une relation directe entre I'accumulation excessive de métal et
les effets nuisibles sur les neurones. L’altération de I’homéostasie des métaux tels que Cu, Fe,
Zn et Al, peut étre impliquée dans l'agrégation d'AR, de la protéine amyloide précurseur et de

la protéine tau, induisant ainsi la MA (Breydo and Uversky, 2011).
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2.2 L’aluminium dans I’environnement

Les effets de l'aluminium sur l'environnement ont attiré beaucoup d’attention,
principalement a cause des problémes de la santé publique. Les apports d’aluminium
proviennent principalement de I’environnement, les produits alimentaires, et les eaux. L’Al,
est le troisieme élément le plus abondant (aprés l'oxygéne et le silicium) de la crolte
terrestre, dont il représente 8% (Exley et al., 2006 ; Priest, 1993). Il est donc omniprésent
dans I’environnement, sa présence est toujours exogene. On ne le trouve jamais, dans la
nature sous forme métallique, mais toujours combiné avec d’autres éléments, notamment avec
I’oxygéne (Buclez, 1997) sous forme d’oxyde d’aluminium anhydre ou hydraté, ou de
Mmicrocristaux d’aluminosilicates. La concentration de I’Al dans 1’océan est faible, elle est au-
dessous de 1pg d’Al/L, ce faible taux pourait conduire a I’accumulation de I’Al et le silicate
par les diatomées. L’ Al est présent dans 1’environement sous une forme fortement concentrée
dans les poussiéres que produisent les exploitations miniéres et agricoles, ainsi que dans les
particules produites par la combustion du charbon et émises lors des éruptions volcaniques.
Les concentrations de 1’aluminium de D’air sont trés variables, allant de 0,5 ng/m3 en

antarctique & 1000 ng/m® dans des secteurs industrialisés.

Dans les eaux de surface ou les eaux de source, et avant tout traitement de ces eaux,
I’Al est présent sous forme de micropoussieres d’argiles insolubles en suspension. Sa
concentration varie significativement en fonction de plusieurs facteurs physico-chimiques,
minéralogiques et environnementaux (Who, 1997). Ces particules donnent a 1’eau un aspect
turbide et peu agréable pour la consommation d’ou I'utilisation des sels d’aluminium solubles
comme agents clarifiants tels que D’alun (sulfate d’aluminium) et le chlorure de
microorganismes nocifs de I’eau et ils la débarrassent aussi des matieres organiques qui y sont
naturellement présentes, ce qui donne une eau limpide potable avec aspect plus acceptable
contenant ainsi de I’aluminium soluble. Ce dernier est toléré a 5 %, autant qu’Al ingéré par
I’étre humain selon les estimations de I’American Waste Water Association (AWWA).
Cependant, si ces sels d’aluminium sont mal utilisés, ils peuvent conduire a des fortes
concentrations d’aluminuim résiduel dans 1’eau potable ce qui augement les dégats chez
I’Homme (Jansson, 2001).

Les plus fortes concentrations en aluminium se retrouvent dans les eaux de drainage
des régions soumises aux pluies acides, ou I’acidité des roches facilite la mobilisation de
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I’aluminium a partir du sol. L’acidité entraine une dissolution et un transport des sels
d’aluminium en solution, qui sont alors absorbés par les végétaux et les animaux (Gourier-
Fréry and Fréry, 2004). La concentration en aluminium est plus élevee dans les lacs
acidifiés (pH<6) ou des quantités micromolaires peuvent se rencontrer (Jorgensen et al.,
1984), ce qui cause des dégats chez les poissons qui ne tolerent que des niveaux d’Al de
I’ordre du nanomole. Des concentrations élevées en aluminium ont aussi des conséquences
néfastes sur les oiseaux et les animaux qui mangent ces poissons. Les conséquences pour les
oiseaux sont défauts dans la formation du squelette et la reproduction de certains oiseaux
marins (Nyholm, 1981).

Les apports alimentaires en aluminium ont trois origines : I’aluminium contenu
naturellement dans les aliments, les additifs alimentaires (utilisation de I’aluminium et de ses
sels : sulfates, phosphates, silicates comme colorants, antiagglomérant, affermissant,
¢paississant, stabilisant ou correcteur d’acidit¢) et les matériaux au contact des denrées
alimentaires. Du fait de la distribution environnementale ubiquitaire de I’aluminium, tous les
aliments d’origine végétale ou animale contiennent de I’aluminium. Le plus souvent, les
teneurs rencontrées se situent dans la gamme de 1 a 10 mg/kg de matiére humide brute. Les
feuilles de thé noir sont particulierement riches en aluminium (892 + 292 mg/kg de matiére
séche), mais les concentrations mesurées dans 1’infusion restent inférieures a 4,5 mg/L. Les
différentes enquétes de consommations internationales montrent que 1’apport en aluminium
lié aux denrées alimentaires se situe majoritairement entre 5 et 12 mg/jours, soit en moyenne
8,5 milligrammes par jour pour un adulte. La plupart des aliments contiennent naturellement
moins de 0,5 mg/100 g d’aluminium.

L’usage de I’aluminium et de ses sels en tant qu’additifs alimentaires est réglementé
au niveau européen par les directives 94/35/CE, 94/36/CE et 95/2/CE, transposées en droit
frangais par 1’arrété du 2 octobre 1997 relatif aux additifs pouvant étre employés dans la
fabrication des denrées destinées a 1’alimentation humaine. Il s’agit des colorants :

e FE173 sels d’aluminium donnant une coloration bleutée a I’eau.

Ou encore des Anti-Coagulants :
e ES520, E521, E522, E523 : famille des sulfates d’aluminium utilisés dans les blancs
d’oeufs des préparations culinaires, fruits et Iégumes confits.

e Eb541 (génoiseries),
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e E554, E555, E556, E559 : Phosphates et Silicates d’Aluminium utilisés dans les
denrées séchées en poudre : potage, purée, le sel raffiné, les fromages industriels et les
laits.

Il n’est pas a exclure qu’une consommation accrue de ces produits industriels pourrait
conduire fortement a une augmentation du taux d’aluminuim dans le sang (Jansson, 2001).
La principale voie d'exposition a l'aluminium pour la population générale est celle de
I'alimentation. En plus de sa concentration & des taux variables dans les denrées alimentaires,
vient s'ajouter la contamination des aliments par contacts. En effet, l'aluminium peut
s'introduire dans la nourriture a partir de casseroles, des ustensiles de cuisine ou des
emballages et le risque de contamination serait encore plus évident en présence d'acides ou de

sel qui augmenteraient la concentration de I'aluminium dans les aliments.

2.3 Absorption de I’Aluminium

L’aluminium, quelle que soit sa forme et quelle que soit la voie de contact, est trés
faiblement absorbé. Plus de 95 % de 1’aluminium recu est immédiatement éliminé (Figure
22).

Exposition externe Exposition interne
Air Non professionnelle
16 x 10542 0,17 mg/j Absorption pulmonaire 16x10%428x10% mgf
Ateliers — > Professionnelle
2 2 300 mg/j 1a3% 2 x10%a6 mgl
A—tation Absorption digestive
2 219 mglj - _ e 3
b 9/j — > 2% 1034 0,2 my/j Stock d'aluminium 30 & 50 mg . Eimination
<0,24 41 mgjj : i Distribution rena!e
Anti perspirant Absorplion cutande _ § B A it //
100 mg| & RNl
0,012 % (1 seule étude)
” '
Systéme Systéme
immunitaire hématopoiétique SNG Foie Poumons
L v J
4% 23 % 23 % 50 %

Figure 22: Absorption quotidienne et distribution de I’aluminium dans |’organisme
humain (Gourier-Fréry andFréry, 2004)

L’aluminium peut pénétrer dans I’organisme par plusieurs voies : voie respiratoire,

digestive, ou encore par voie cutanée.
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a.Voie respiratoire

La voie respiratoire est systématiquement décrite comme une voie mineure
d’exposition a 1’aluminium chez les sujets non exposés professionnellement. Néanmoins, en
situation normale, les poumons regoivent en continu de 1’aluminium, majoritairement sous
forme de particules, de silicates et autres composés faiblement solubles. C’est le tissu
pulmonaire qui, parmi tous les organes, présente les concentrations en aluminium les plus
élevées (Gourier- Fréry et al., 2003). Celles-ci augmentent avec 1’age (Teraoka, 1981). Une
partie des particules contenant de I’aluminium qui se déposent au niveau du tractus
respiratoire est repoussée par action mucociliaire. Ces particules sont alors mélangées a la
salive, dégluties, et rejoignent alors le tractus digestif. Une partie de 1’aluminium inhalé est
donc absorbée par voie digestive. Il a été suggéré qu’une partie de 1’aluminium inhalé pouvait
également étre absorbée a travers le systeme olfactif et atteindre par transport axonal le
cerveau (Roberts, 1986 ; Exley et al., 1996).

La quantité d’aluminium qui se dépose dans les poumons est en fonction de la durée et
du niveau d’exposition, du volume d’air inhalé, de la taille des particules. Selon Van
Oostdam et al. (Van Oostdam et al., 1990), la fraction des particules d’aluminium
effectivement retenue dans les poumons serait de 35 % de la quantité totale inhalée. L’étude
de Priest (Priest, 1998) réalisée en utilisant I’oxyde d’aluminium marqué tend a montrer que
45 % environ de la fraction inhalée qui s’est déposée est éliminée rapidement par des
mécanismes de clairance dans la premiére journée qui suit 1’inhalation. La plus grande partie
de I’oxyde d’aluminium restant est éliminée par des mécanismes similaires mais plus lents,
avec une demi-vie de rétention totale de 72 jours. Une petite fraction, environ 4,5 % du dépot
dans le poumon, serait dissoute et pénetrerait le flux sanguin. La revue de Nayak (Nayak,
2002) cite une fraction d’aluminium absorbée a partir des poumons de 3 %. Cependant, on ne
retrouve pas dans la littérature de valeur consensuelle sur la fraction déposée dans le poumon

et celle qui est finalement absorbée par 1’organisme.

b. Voie cutanée

Peu d’études sur I’absorption cutanée ont été réalisées. L'aluminium semble traverser
la couche cornée superficielle mais son absorption serait arrétée au niveau de I'épiderme. Il a
été récemment montré que I’application cutanée du chlorure d’aluminium aqueux (0,025 -

0,1pg/em?) sur le dos des souris suisses rasées pendant environ deux mois augmentait de
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facon trés importante la quantité d'aluminium dans le cerveau, I’urine et le sérum (Anane et
al., 1995 ; Gardner et al., 2000). De méme, I’application du chlorure d’aluminium aux Souris
suisses enceintes a conduit a une augmentation de la concentration d’aluminium dans les
organes des foetus et dans le fluide amniotique. Cela nous laisse a dire qu’il y a eu un passage
de I’aluminium a travers la barriére placentaire (Anane et al., 1997 ; Gardner et al., 2000). Il
a été démontré qu’une absorption cutanée d’aluminium aprés une application unique de 84 mg
de chlorhydrate d’aluminium (ACH : complexe d’aluminium hydrosoluble utilisé comme
principe actif dans de nombreux antiperspirants) sous les aisselles a montré que 1’aluminium a
été absorbé et éliminé dés le premier jour suivant ’application et durant au moins 44 jours. La
fraction absorbée, estimée a partir des concentrations urinaires, était de 0,012 % de la dose

d’aluminium appliquée.

c. Voie digestive

L’aluminium pénétre dans le tube digestif isolément (poussiére) ou avec I’eau et les
aliments. L’absorption digestive de I’aluminium est faible chez le sujet sain et elle est
influencée par la présence d’aliments dans le tractus digestif : inférieure a 1 % chez le sujet a
jeln, elle est d’environ 0,5 % lorsque le sel d’aluminium est administré peu de temps apres
une prise alimentaire (Gourier-Fréry et al., 2003). Cela indique que 1’aluminium est absorbé
passivement par 1’appareil gastro-intestinal. Si, par exemple, 2 a 3 mg d’aluminium sont
ingérés par jour, seulement 5 a 10 pg traversent la barriere digestive par un phénoméne
d’absorption passive.

L'absorption digestive et la rétention tissulaire de I'aluminium dépend du pH, du taux
d’aluminium ingéré, de la solubilité de la forme chimique sous laquelle 1’aluminium est
ingéré, I’intégrité de la barriere intestinale et de la fonction rénale. Diverses études ont été
réalisées dans ce sens, il a ét€ montré qu’apres ingestion des quantités d’aluminium de I’ordre
du gramme, 1’absorption intestinale est augmentée de 20 a 50 fois par rapport a la normale,
avec un taux d’Al de 500 g qui traverse la barriére intestinale. Les auteurs ont avancé que la
présence de phosphates dans 1’alimentation était probablement le principal mécanisme naturel
qui empéchait I’aluminium de passer dans la circulation sanguine (Gourier-Frery et al.,
2003).

Certains composants de 1’alimentation, comme 1’acide lactique, 1’acide ascorbique,
I’acide citrique augmentent 1’absorption intestinale, il en est de méme pour le citrate

d’aluminium qui favorise en grande partie I’absorption intestinale de 1’Al et son augmentation
e
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sanguine. Il a été bien établi que I’administration d’hormone parathyroide ou de vitamine D a
des rats supplémentés en aluminium, sont capable de stimuler 1’absorption intestinale de 1’Al
et de conduire a une augmentation de sa concentration dans le sang (Mayor et al., 1980 ;
Abreo et al., 1988 ; Dunstan et al., 1985 ; Mayor, 1977). Un déficit cellulaire en fer,
calcium et magnésium augmentent également l'absorption de I'aluminium. Inversement,
I’administration concommitante de fer et d’aluminium diminue I’absorption intestinale du fer
(Fernandez-Menendez, 1991). De méme, I’administration d’aluminium a des rats carencés

en calcium aggrave la carence calcique (Boudey et al., 1997 ; Konishi, 1996).

2.4 Transport et distribution de I’aluminium

Apreés avoir pénétré dans lI'organisme, I'aluminium est véhiculé par le systéme sanguin
jusqu'aux organes. Dans le sang, 1’aluminium se retrouve majoritairement dans la fraction
plasmatique, il est de I’ordre de 2,4 pg/L chez les sujets normaux (Alfrey, 1991). L’ Al se fixe
préférentiellement a des molécules de haut poids moléculaire telles que les protéines et
notamment, la transferrine (80 %) mais également a 1’albumine (10 %) et a des protéines de
faible poids moléculaire. La transferrine est une glycoprotéine qui joue un réle important dans
le transport de I’aluminium dans le sang. Notons que la transferrine a un réle physiologique
dans le transport du fer ferrique (Fe**) dans le sang, et posséde deux sites de fixation qui sont
occupés par le fer dans les conditions normales. Cependant lors de la présence d’une grande
concentration de 1’Al dans le sang, ce dernier pourrait déplacer 1’équilibre de fixation de Fe**

en faveur de AIP*

sur la transferrine, ce qui a pour conséquence un changement de la
conformation de I’apotransferrine (Martin et al., 1987 ; Van Landeghem et al., 1997 ; Tang
et al., 1995). L’albumine pourrait également étre impliquée dans le transport de 1’aluminium
plasmatique mais d’une fagon beaucoup plus secondaire et beaucoup moins spécifique que la
transferrine. L’ Al plasmatique peut former aussi des petits complexes solubles avec le citrate
grace a leur grande affinité. Ce complexe va assurer, d’une part, le transport de I’Al au niveau
sanguin, d’autre part, une accumulation intracellulaire, ce qui provoque une toxicité de I’Al
Or, I’Al induit une désorganisation de la menbrane plasmique & cause de sa liaison aux
groupes phosphates des phospholipides, ce qui crée des discontinuités dans la superficie
externe de la membrane et donc favorise le passage de certaines espéces chimiques, comme
les ions Fe?* qui peuvent produire la peroxydation des lipides par la formation de radicaux

libres via la réaction de fenton. La charge naturelle en aluminium chez le sujet sain varie de
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30 a 50 mg (Atsdr, 1999), et se répartit essentiellement dans 1’0s (de 1’ordre de 50 %), le
poumon (environ 23 %) et le foie (20 a 25 %).

Le pourcentage restant se répartit dans les autres organes, notamment le systeme
nerveux central et la rate. Les concentrations de 1I’Al dans les tissus et notamment dans le
poumon et le cerveau augmentent avec 1’age (Gourier-Fréry and Fréry, 2004 ; Burnet,
1983) (Figure 22). L'aluminium doit franchir la barriere hematoencéphalique qui protege le
cerveau c'est pourquoi seulement de faibles quantités en aluminium sont mesurées dans cet
organe. Pour traverser cette barriére, I’Al emprunte les transporteurs spécifiques des acides
monocarboxyliques, ce qui mene a sa fixation au niveau de la matiére grise et dans
I’hippocampe.

En ce qui concerne 1’Al intracellulaire, il est localisé en majorité dans les lysosomes des
tissus, ou il est insolubilisé sous forme de phosphate d’aluminium. II a été démontré que :
- au niveau des hépatocytes, 1’Al est trouvé dans le cytoplasme, la mitochondrie, le

noyau et le réticulum endoplasmique (Spencer et al., 1995).

- aux niveaux tubulaires rénales, 1Al est détecté dans le cytoplasme et les mitochondries

(Julka et al., 1996).

- au niveau cérébrale : I’Al s’accumule dans le noyau mais des dépots sont localisés
également dans le cytoplasme, les microsomes et les mitochondries (Julka et al.,

1996).

2.5 Elimination de I’aluminium

Les reins constituent 1’émonctoire principal de la fraction de 1’aluminium
effectivement absorbée. Chez I’homme, la majorité de 1’aluminium ingéré n’est pas absorbée
et est retrouvée dans les feces (> 95 %) (Gourier-Fréry et al., 2003). La voie urinaire est la
principale voie d’excrétion de 1’aluminium absorbé (83 %). L’élimination urinaire chez les
individus a fonction rénale normale est comprise entre 3 et 20 ug/L (Lauwerys, 2001).
Lorque des fortes doses d’Al sont administrées, la capacité rénales sera dépassée et I’Al sera
alors retenu dans 1’organisme. Des chélateurs, tels que ’EDTA et la déféroxamine, peuvent
augmenter 1’élimination urinaire de I’aluminium par effet complexant. La demi-vie
d’¢limination dépend de la durée d’exposition et de la redistribution de 1’aluminium a partir
des sites de stockage et peut aller jusqu’a quelques années. Elle est triphasique : la demi-vie
d’élimination initiale est de quelques heures, celle de la phase suivante de quelques semaines,

et la derniere généralement supérieure a 1 an (Bismuth, 2000).
e
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2.6 Implication de I’aluminuim dans la maladie d’Alzheimer

L’Al a été bien connu depuis les 100 dernieres années pour sa neurotoxicité (Oshima
et al., 2013). C’est le facteur de risque majeur pour la cause et le développement de MA, la
sclérose latérale amyotrophique et la maladie de Parkinson (Singla and Dhawan, 2014). |
n’a aucun réle biologique pour I’homme et sa disparition dans le corps ne présente aucun
risque. Il a été montré qu’ au cours de ces maladies les concentrations cérébrales d’aluminium
étaient anormalement élevées mais pour lesquelles aucune preuve formelle n’a encore été
clairement établie (L’Ecuyer, 2002). Des études fréquentes ont confirmé que les
concentrations de I’ Al sont augmentées dans les cerveaux des patients alzheimer en raison de
la consommation de nourriture et d'eau potable contenant I’Al (Buraimoh et al., 2012).

Il a été établi qu’un certain nombre d'ions métalliques comprenant Fe**, Fe®*, A",
Zn?* et Cu?* se trouvent co-localisés avec des feuillets d”AB4, dans les plaques séniles dans le
cerveau des patients alzheimer (Exley and Esiri, 2006 ; Kawahara and Kato-Negishi,
2011). Une forte association d'Al avec NFT dans la MA a été observée par Perl and Brody,
(1980), en utilisant une combinaison électronique a balayage microscopie et spectrométrie X-
ray. Cela leur a permis d'évaluer la localisation de 1’ Al sur des biopsies du cerveau au niveau
cellulaire et subcellulaire. Il a été montré que 1I’Al se lit sélectivement a PHF-tau, et induit leur
agrégation ce qui conduit a un retard de la protéolyse in vivo. Le taux élevé d’Al favorise la
production de la protéine tau et par conséquent la formation de NFT, la stimulation du
processus oxydatifs des cellules gliales, et donc endommager l'intégrité des neurones
(Campbell et al., 2004). 11 a été révélé que 1’ Al renforce la neurotoxicité de la protéine Al et
conduit donc a la formation des agrégats d’ Al due a la dégénérescence des neurones (Moore
et al., 2000). L’ Al médie la libération des neurotransmetteurs et des activités enzymatiques et
il conduit a I’hyperphosphorylation de neurofilaments normaux, et par conséquent favorise la
dégenérescence neurofibrillaire. L'administration d'Al stimule la formation de tau dans les
inclusions au niveau de cerveau et de la moelle épiniére (Exley, 2005). L’Al accélére
I’oligomérisation d’AB, est considéré comme un biomarqueur de neurotoxicité, cela montre
un lien entre I’Al et I’hypothese la cascade amyloide de la MA.

Selon les rapports cliniques, en 1986, les premiers essais entrepris sur la relation entre
la présence d'Al dans I'eau potable et la MA a été rapportée par deux études en Norvege, ou il
a été trouvé que le taux de mortalité a augmenté dans les zones a forte accumulation

d'aluminium dans l'eau potable. Des études épidémiologiques réalisées dans la Grande-
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Bretagne et plusieurs autres pays et qui traitent la méme problématique ont montré que la
présence de 1’Al dans 1'eau potable contribue a la MA (Drago et al., 2008). 1l a été admi que
I’Al peut exercer des effets nuisibles sur les systéemes neurologiques, hématologiques et
squelettiques chez les patients atteints d'insuffisance rénale (Rondeau et al., 2009). Il est bien
connu que la sévérité et I'évolution clinique de l'intoxication aux métaux dépend
principalement de la dose, la voie et la durée d'exposition ainsi que de différentes especes. En
dépit de ces observations, le role causal de 1’Al dans la MA a été bien établi. Certains
chercheurs n’ont pas réussi a détecter des niveaux ¢élevés de I’Al dans les cerveaux des
patients alzheimer malgré [I'utilisation des méthodes de détection trés sensibles et
sophistiquées (Chafi et al., 1991 ; Landsberg et al., 1992).

Des résultats contradictoires ne laissent pas croire I'hypothése d’Al et la MA. Ces
divergences ont été renforcées par le fait que I’Al n'a pas de role biologique essentiel, et il
semble étre a la fois mal absorbé et efficacement excrété par le corps (Atsdr, 2008 ; Priest,
1993 ; Priest, 1998 ; Wills, 1985). L’Al, ne peut pas donc, s’accumuler dans le tissu cérébral
en quantités suffisantes pour causer des dommages physiologiques dans des conditions
pertinentes (Atsdr, 2008 ; Priest, 1993). La présence d’Al dans le cerveau a ensuite été
attribuée a des facteurs expérimentaux (Landsberg et al., 1992), ou a I'absorption passive par
des neurones dysfonctionnels (Shore and Wyatt, 1983). Des échantillons de biopsie du
cerveau montrent que, malgré les taux élevés de 1’Al dans le cerveau, I’ Al intranucléaire n’est
pas significativement élevé chez les patients dialysés (McLachlan, 1980). La chélation de
I’Al par deferrioxamine a été faite avec succés pour les personnes souffrant de dialyse, alors
qu’il est moins efficace pour améliorer le résultat clinique de la MA (McLachlan, 1991). Ces
divergences ont été historiquement utilisées pour rejeter l'importance de la toxicité
aluminique. La recherche scientifique est douteuse en raison d’un certain nombre
d'incohérences des résultats scientifiques pour lesquelles aucune explication adéquate est
donnée. Par exemple, Landsberg et al. ont publié un travail en 1993, dans lequel, ils ont été
en mesure de détecter I’ Al dans les plaques de cerveau des patients alzheimer. lls n’ont fourni
aucune donnée en ce qui concerne la relation entre I’Al et NFTs (Lai et al., 1982 ;
Landsberg et al., 1993). Il a été montré sur un modéle animal qui induit la dégénérescence
neurofibrillaire que la MA ne peut pas résulter d’une injection intracérébrale directe d’une
dose sublétale d'Al utilisée. Des études récentes par Walton (Walton 2009a, Walton 2009b,

Walton 2009c) ont montré comment de petites doses d’Al neurotoxiques peuvent
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s’accumuler au cours de vie en quantités suffisantes pour déclencher une maladie
neurodégénérative chez les animaux en bonne santé avec pas des prédispositions génétiques
évidentes. Cela a été rapporté par une ingestion chronique d'Al chez le rat, en quantités
équivalentes a celles ingérées régulierement par I’Homme. Les rats ont présenté les
caractéristiques neuropathologiques de la MA et s’accompagnent par une détérioration
cognitive, une détérioration de I’hippocampe, une augmentation de I’expression d’APP et un

dépot d’une teneur plus élevée d’Al dans les cellules.

3. Implication des mitochondries dans la maladie d’Alzheimer
3.1 Structure et fonctionnement des mitochondries

Les mitochondries sont des organites présents dans la plupart des cellules eucaryotes.
elles ont été découvertes la premiére fois dans la cellule par Altman (Altman, 1890). Se sont
des organites allongés, de taille qui varie de 1 a 10 um de long et de 0,5 a 1 um de large, de
forme boudinée et limités par une double membrane unitaire. La membrane externe est lisse,
tandis que la membrane interne est plissée vers l'intérieur et forme des crétes. De ce fait, on
reconnait dans la mitochondrie deux compartiments: 1'espace intermembranaire, compris entre
les deux membranes et celui limité par la membrane interne, la matrice. La matrice contient
des ribosomes de type bactérien appelés mitoribosomes, des enzymes, et au moins une boucle

d'ADN mitochondrial (Figure 23).

Granulation
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Figure 23: Ultrastructure mitochondriale

A Représentation schématique d’une mitochondrie.

B: Mitochondrie observée au microscope électronique.

Les mitochondries sont les seules constituantes de la cellule ayant de I’ADN (ADN
mt), des ARN et de protéines. La plupart des cellules humaines contiennent entre 500 et 2000
mitochondries, ce nombre varie en fonction du type cellulaire et des besoins énergetiques. Les
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mitochondries interviennent dans la phase finale de I'oxydation des substrats énergétiques
(lipides, glucides et protides), et utilisent I’oxygéne moléculaire et les combustibles provenant
des glucides, des lipides ou des protéines, pour produire, 90 % de 1’énergie nécessaire au
fonctionnement cellulaire sous forme d’ATP (Adénosine tri-phosphate) (Rolfe and Brown,
1997). Les mitochondries jouent un role central dans la survie et la mort des cellules
eucaryotes parce qu'elles assurent a la fois, le métabolisme énergétique et les voies
apoptotiques. Elles sont considérées comme un moteur puissant des cellules, fournissant le
carburant cellulaire universel par la génération de I’ATP. Les mitochondries contribuent a de
nombreuses fonctions cellulaires, y compris l'apoptose, la croissance, la différenciation
cellulaire, la régulation de I'noméostasie du calcium intracellulaire, la modification de 1’état

cellulaire d’oxydo-réduction (redox) et la plasticité synaptique (Grimm et al., 2016).

Les mitochondries ne sont pas isolées ni figées dans la cellule, leur mouvements et
leur accumulations sont coordonnés, puisqu’elles se déplacent en continue, grace au réseau
mitochondrial dynamique qui est finement régulé par des phénomenes de fusion et de fission
dans les régions qui nécessitent de 1’énérgie (Jakobs, 2006). Ce réseau est lui-méme associé
aux microtubules du cytosquelette ainsi qu'aux autres organites cellulaires. Le métabolisme
oxydatif dans la mitochondrie est principalement tributaire des acides gras et du pyruvate. Ce
dernier est produit par la glycolyse dans le cytosol, et métabolisé en acétyl coenzyme A
(acétyl CoA) au niveau de la membrane interne mitochondriale. Cet acétyl CoA aussi fourni
par la B-oxydation, mitochondriale et eventuellement peroxysomale, des acides gras est
métabolisé en CO; via le cycle de Krebs en produisant des équivalents réduits sous forme de
NADH (Nicotinamide Adénine Dinucléotide Hydrogéné) et FADH, (Flavine Adénine
Dinucléotide Hydrogénée). Tout au long de la chaine respiratoire, les électrons provenant du
NADH et du FADH,, vont perdre de 1’énergie qui sera utilisée pour former le gradient

¢lectrochimique de proton entre 1’espace inter-membranaire et la matrice mitochondriale.

Les electrons riches en énergie ainsi récupérés seront transportés successivement via
les différents complexes enzymatiques. Ces derniers sont de 1’ordre de 5 complexes dont
chacun est formé de plusieurs sous unités protéiques a savoir NADH-ubiquinone-
oxydoréductase (Complexe 1), succinate-ubiquinone-oxydoréductase (Complexe 1I),
cytochrome C- ubiquinone oxydoreductase (Complexe I11), cytochrome c-oxydase (Complexe
IV) et ATP synthase (Complexe V). Les électrons sont transportés par le NADH et le FADHo,
respectivement aux complexes I et II qui transférent 1’électron a 1’ubisemiquinone qui & son
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tour I’achemine au complexe III. L’arrivée de 1’¢électron au complexe IV constitue la fin de la

chaine d’oxydoréduction et entraine la réduction de 1’oxygeéne moléculaire en eau.

Les réactions associées au passage de 1’¢électron au niveau des complexes I, III et IV
entrainent le passage d’un proton vers 1’espace inter-membranaire a travers les complexes. Ce
passage établit un gradient électrochimique de protons qui crée une force proton-motrice
utilisée par le complexe V pour phosphoryler des molécules d’ADP en ATP, assurant le
couplage de la chaine des oxydoréductions avec la production d’ATP (Figure 24) (Stock et
al., 1999).
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Figure 24: Chaine de transport des électrons au niveau mitochondrial
Les électrons sont apportés au niveau de la chaine respiratoire par les
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équivalents réducteurs: NADH (complexe 1) et FADH, (complexe II).
L’électron est ensuite amené au niveau du complexe IV oul il est utilisé pour
former de I’eau. Le passage de [’électron au niveau des complexes I, III et
IV entraine le passage de protons (H”) dans I’espace inter-membranaire et
crée un gradient protonique qui va permettre la formation ATP lors du
passage des protons au niveau de [’ATP synthase.

3.2 Dysfonction mitochondriale et maladie d’Alzheimer

Les mitochondries sont particulierement importantes dans le systéme nerveux et
nécessitent environ 20% de la consommation totale d'oxygene pour le soutien de I'énergie

neuronale (Shulman et al., 2004). Les dysfonctionnements mitochondriaux ont été impliqués
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dans la pathogenese des maladies neurodégénératives, y compris la MA, qui sont caractérisés
par un hypométabolisme cérébral et d'une homéostasie altérée dans le statu redox.

Une diminution de l'activité mitochondriale, y compris la phosphorylation oxydative,
le niveau des protéines et l'activité des complexes impliqués dans la chaine des transport
d’éléctron, peuvent étre observés avec I'age (Grimm et al., 2016 ; Leuner et al., 2012). Des
déformations mitochondriales apparaissent dans les premiers stades de la MA (Wisniewski et
al., 1970), en premier lieu dans les neurites puis autour des plaques séniles et dans la cellule
autour des dégénérescences neurofibrillaires (Johnson and Blum, 1970). Les deux protéines,
AR et tau hyperphosphorylé, se sont avérées avoir un impact direct sur la fonction
mitochondriale (Schmitt et al., 2012). Plus, précisément, les données cellulaires et les
modeéles animaux transgéniques ont montré que la présence d’AR altere le potentiel de la
membrane mitochondriale, diminue l'activité mitochondriale du complexe IV et la production
d'ATP, ainsi ’augmentation des niveaux des ERO (Keil et al., 2004 ; Rhein et al., 2009a ;
Rhein et al., 2009b).

Les mitochondries sont des organites trés dynamiques, qui sont fusionnées et divisées
en continue afin de maintenir une population mitochondriale homogene en mélangeant leur
teneur en ADN, les lipides et les protéines (Campello and Scorrano, 2010). Cette dynamique
mitochondriale (fusion / fission) est également diminuée en présence d’AR et de la proteine
tau hyperphosphorylée, et par conséquent, un réseau mitochondrial allongé et fragmenté, ce
qui pourrait, vice versa, avoir un impact négatif sur les fonctions bioénergétiques de ces
organites (Wang et al., 2008a ; Wang et al., 2008b ; Wang et al., 2009 ; DuBoff et al.,
2012). Par ailleurs, la perte du transport axonal modifie aussi la répartition des mitochondries
dans les différents compartiments cellulaires de régions tres diverses comme le cortex
cérébral, le thalamus, le striatum, le cervelet ou le locus coeruleus (Lin and Beal, 2006). L'AR
semble déclencher un dysfonctionnement principalement de I'activité mitochondriale du
complexe IV et plus tard du complexe I, alors que la présence de la protéine tau
anormalement hyperphosphorylée altére 1’activité du complexe I en premier lieu (David et

al., 2005 ; Rhein et al., 2009).

La dissociation des microtubules induite par 1I’hyperphosphorylation de la protéine tau,
altére le transport axonal, et réduit le nombre des mitochondries transportées vers la synapse
(Eckert et al., 2014), ce qui peut conduire a la dégénérescence synaptique et la mort

neuronale. En outre, la présence anormale de la protéine tau affecte 1’activité du complexe
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mitochondrial in vitro et in vivo (David et al., 2005 ; Schulz et al., 2012), diminu le niveau
d’ATP et augmente la production de ERO. Comme AR, tau hyperphosphorylée semble avoir
un impact négatif sur la dynamique mitochondriale en réduisant la fission, ce qui induit un
allongement du réseau mitochondrial (DuBoff et al., 2012). Des altérations mitochondriales
liées au taux de dommage oxydatif présent dans les neurones ont conduis a une réduction de
25% du nombre des mitochondries mais une augmentation de leur taille, cela a été montré
suite a une biopsie de cortex fronto-pariétal (Hirai et al., 2001). La relation entre la MA et les

enzymes mitochondriales a été bien mise en évidence.

Il a été démontré que trois enzymes-clés mitochondriales du cycle de Krebs présentent
une diminution de leur activité dans les tissus nerveux prélevés en post-mortem, l'a-
cétoglutarate déshydrogénase dépendante de la thiamine (Gibson et al., 1988 ;
Mastrogiacomo et al., 1993), I’isocitrate déshydrogénase (Bubber et al., 2005) et la pyruvate
déhydrogénase servant a transformer le pyruvate en acétyl-CoA (Yates et al., 1990) évalué
chez les patients alzheimer (Bubber et al., 2005).

4. Implication des peroxysomes dans la maladie d’Alzheimer
4.1 Structure et fonctionnement des peroxysomes

Les peroxysomes (encore appelés microbodies) sont des organites cellulaires
ubiquitaires signalés en 1954 par Rhodin et purifiés pour la premiere fois en 1966 par I'équipe
De Duve (De Duve and Baudhuin, 1966). Ces deux auteurs ont donné le nom «peroxysome»
a cet organite suite a la découverte de sa premiere fonction, la décomposition du peroxyde
d’hydrogéne (2H,0,) en 2H,0 et en O, par la catalase. Ces organites sont uni-membranaires,
a fonction oxydative mais non génératrice d’énergie. Ils sont présents dans toutes les cellules
eucaryotes (a I’exception des érythrocytes) ainsi que dans les eucaryotes unicellulaires et les
cellules végétales supérieures (Hruban et al., 1972 ; Islinger et al., 2012). Les peroxysomes
apparaissent sous forme de vésicules closes de 0,5 a 1 um de diametre. lls sont délimités par
une simple membrane phospholipidique de 6 a 8 nm d’épaisseur (Figure 25). A l'aide de
coupes striées en microscopie electronique, I'équipe de Fahimi a pu reconstituer I'organisation
intracellulaire de cet organite qui se présente comme un Véritable réseau peroxysomial
(Latruffe, 1992 ; Yamamoto and Fahimi, 1987). Cette structure en réticulum est a relier au
mécanisme de biogenese de peroxysomes dérivant de la division de peroxysomes

préexistants, une fois que ceux-ci ont incorporé suffisamment de matériel protéique et
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lipidique nouvellement synthétisés (Latruffe, 1992 ; Lazarow, 2003 ; Girzalsky et al.,
2010).

Figure 25: Identification des peroxysomes par microscopie éléctronique

a transmission

(A) Ultrasctructure des peroxysomes dans un hépatocyte de rat (Lizard
et al., 2012) et (B) dans les oligodendrocytes murins (Novikoff and
Goldfischer, 1969 ; Baarine et al., 2009).

Les peroxysomes, dupliquent leur contenu au cours de la division de la cellule. Cela
nécessite des protéines pour assurer les processus de fusion et fission de 1’organite, et le
maintien de leur nombre. La taille, la forme et le nombre des peroxysomes dépendent de
I’organisme et du type cellulaire. Les peroxysomes sont impliqués dans de nombreuses voies
métaboliques importantes. lls catalysent les réactions redox et sont également des régulateurs
importants du stress oxydatif (Del Rio, 2011 ; Nordgren and Fransen, 2014). Les
peroxysomes possedent environ 50 activités enzymatiques différentes d’ou leurs roles
métaboliques essentiels dans le développement harmonieux des organismes (Wanders and
Waterham, 2006). Ils participent a la dégradation des AGTLC via la voie de la p-oxydation
peroxysomale et la voie de 1’a-oxydation de I’acide phytanique. IlIs sont impliqués dans le
catabolisme des leucotrienes (Mayatepek et al., 1993), la synthése des lipides (esters de
phospholipides), d’acide docosahexaénoique (DHA), des plasmalogénes, des acides biliaires
(Schrader and Fahimi, 2008) et du cholestérol (Faust and Kovacs, 2013). Les
peroxysomes sont dépourvus d’ADN. Ils ne peuvent pas synthétiser leurs protéines et doivent
donc les importer (Subramani et al., 2000). Ces protéines sont synthétisées dans le cytosol

par les ribosomes libres et transportées aprés traduction aux peroxysomes ou elles y seront
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insérées (Platta and Erdmann, 2007). L’insertion de protéines membranaires du peroxysome
(PMP) nécessite le Pex3p, Pex19p et dans certains organismes Pex16p (Fujiki et al., 2006).

La Pex19p est censée fonctionner comme un récepteur d’importation pour les
protéines membranaires du peroxysome grace a une séquence spécifique mPTS (Platta and
Erdmann, 2007) (Figure 26). La Pex3, a son tour, intéragit comme récepteur avec Pex19

pour faciliter I’insertion des PMP (protéines membranaire peroxysomale) (Fang et al., 2004).
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Figure 26: Cascade d’importation des protéines membranaires
peroxysomales
La plupart des protéines de la membrane du peroxysome (PMP) contiennent
une séquence de proteines signals mPTS qui est reconnue par le récepteur
d’importation Pex19p qui les dirige vers la membrane peroxysomale. Pex3p
est une protéine d’ancrage membranaire pour le complexe Pex19-PMP.
D apres (Platta and Erdmann, 2007).

4.2 p-oxydation peroxysomale

Le peroxysome joue un r6le clé dans la B-oxydation des AGTLC. En effet, la B-
oxydation peroxysomale est la voie exclusive de dégradation des AGTLC. Se sont les acides
gras possédant une chaine supérieure a 22 carbones qui sont oxydés dans les peroxysomes
avant d'étre entierement dégradés par la B-oxydation dans les mitochondries.

La p-oxydation implique une série de quatre réactions successives : (1) une
déshydrogénation, (2) une hydratation, (3) une déshydrogénation a nouveau et (4) un clivage

thiolytique. Ces réactions sont catalysées dans le peroxysome par trois enzymes : (1) Acyl-
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CoA oxydase (déshydrogénation), (2) enzyme bifonctionnelle (hydratation de la double
liaison et déshydrogénation a nouveau) et (3) B-cétothiolase (clivage thiolytique) (Wanders
and Waterham, 2006). La B-oxydation des acides gras par les peroxysomes est capable de
raccoucir la chaine des AGTLC en une chaine moyenne d’ester acyl-COA, suivi par le
transport vers la mitochondrie par la carnitine pour permettre 1’oxydation compléte en CO; et
H.0.

Les AGTLC sont tout d’abord activés en AGTLC Coenzyme A (CoA) (ou acyl-CoA)
par I’acyl-CoA synthétase dans le cytosol et sont transportés dans les peroxysomes pour y étre
B-oxydés. Parmi les 48 transporteurs ABC présents chez ’Homme, certains participent au
transport de lipides, tels que le cholestérol, les stérols végétaux, les acides biliaires, les
phospholipides, les sphingolipides ou encore les AGTLC. Les AGTLC métabolisés dans les
peroxysomes y sont importés non pas a l'aide de la navette de la carnitine, mais grace a des
hémi-transporteurs ABC qui doivent s’homodimériser ou s’hétérodimériser avec un autre
transporteur de la famille ABCD (ABCD1, ABCD2, ABCD3, ABCD4) pour étre
fonctionnels (Tanaka et al., 2002 ; Guimaraes et al., 2004). L'homo ou I'hétérodimérisation
entre les différents transporteurs ABCD serait a I'origine des spécificités de substrats et donc
du type d'acides gras transportés. ABCD1, ABCD2, ABCD3 sont des transporteurs
peroxysomaux (Kemp and Wanders, 2007) alors que le quatrieme est localisé dans le
réticulum endoplasmique (kashiwayama et al., 2009).

La premiére réaction de la f-oxydation peroxysomale est 1’oxydation des acyl-CoA en
2-trans-enoyl- CoA, par ’acyl-CoA oxydase (ACOX). Cette oxydation induit la production de
peroxyde d’hydrogéne qui sera ensuite éliminé par la catalase. La deuxiéme et la troisieme
réaction de la PB-oxydation peroxysomale sont réalisées par un complexe enzymatique
multifonctionnel : le PBE (Peroxisomal Bifunctional Enzyme), appelé aussi multifunctional
protein-2 (MFP2) qui conduit & la prodution du enoyl-CoA hydratase et une activité 3-
hydroxyacyl CoA-déshydrogénase. L’activité enoyl-CoA va permettre 1’hydratation du 2-
trans-enoyl-CoA en D-3-hydroxyacyl-CoA et I’activité 3- hydroxyacyl-CoA déshydrogénase
va permettre la déshydrogénation du D-3-hydroxyacyl-CoA en 3-cétoacyl- CoA. La
quatriéme et derniére réaction de la B-oxydation peroxysomale implique le clivage du 3-
cetoacyl- CoA en acyl-CoA possédant deux atomes de carbone en moins (n-2) que I’acyl-CoA
initial et en acétyl-CoA (Figure 27). Cette étape necessite deux enzymes : la B-cétothiolase et

I’acyl-CoA synthétase. L’acyl-CoA (n-2) va subir d’autres cycles de B-oxydation afin de
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réduire son nombre de carbones jusqu’a I’octanoyl-CoA (C8 :0 CoA). L’octanoyl-CoA va
ensuite rejoindre la voie de la B-oxydation mitochondriale, afin d’y subir une oxydation
compléte. L’acétyl-CoA aura plusieurs destinées possibles, notamment celle de rejoindre le
cycle de Krebs afin de produire de ’ATP ou de subir une ¢longation afin de produire de

nouveaux acides gras (Figure 27).
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L’activation des acides gras se fait avec l’acyl-COA Synthase avant d’étre

transportés a travers la membrane peroxysomale par des hémi-transporteurs

ABC qui s’homodimérisent ou s hétérodimérisent pour étre fonctionnels.

L’acyl-CoA va prendre la voie de la p-oxydation. Cette oxydation induit la

production de peroxyde d’hydrogene qui sera ensuite éliminé par la catalase.

La voie de la p-oxydation est constitué de quatre réactions catalysées par trois

enzymes (1) Acyl-CoA oxydase (déshydrogénation), (2) enzyme bifonctionnelle

(hydratation de la double liaison et déshydrogénation a nouveau) et (3) p-

cétothiolase (clivage thiolytique). La chaine d’acyl-COA est racourcie en une

chaine moyenne d’ester d’acyl-CoA. Ce dernier est tansporté par la suite vers

la mitochondrie par la carnitine pour [’oxydation compléete en CO, et H,0. La

sous unité acétyl-CoA entre dans le cycle de Krebs pour une oxydation

supplémentaire ou sert pour [’élongation des chaines des acides gras. ACOX :

acyl-CoA oxydase, PBE (Peroxisomal Bifunctional Enzyme multifunctional

protein-2 (MFP2), CAT Carnitine acétyltransférase. D aprés (Wanders and

Waterham, 2006).
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b. Régulation transcriptionnelle du métabolisme des acides gras

Les acides gras sont des molécules biologiques ubiquitaires, ils jouent un role tres
important comme substances énergétiques aussi bien chez les animaux que chez les végétaux.
Les cellules peuvent en accumuler de tres grandes quantités sous forme de triglycérides. Les
acides gras ont un réle essentiel dans la régulation de certaines réactions métaboliques chez
I’homme. lls contribuent de ce fait a la prévention ou au développement de maladies
chroniques telles que 1’athérosclérose, le diabéte insulinorésistant et certains cancers. Les
acides gras peuvent exercer leur action métabolique en altérant la structure des membranes, en
modifiant les activités enzymatiques ou en contr6lant des signaux de transductions cellulaires.
Il est donc important de contréler les niveaux des acides gras. Pour cela la régulation de la
transcription des génes impliqués dans le métabolisme des acides gras est essentielle pour
I’homéostasie lipidique (Desvergne et al., 2006). Cette régulation est exercée par des
récepteurs nucléaires du type PPAR (Peroxysome Proliferator Activated Receptor) dont le
PPARa joue un role majeur (Cherkaoui-Malki et al., 2001) (Figure 28). Les PPARa sont
donc, des activateurs des facteurs de transcription impliqués dans 1’expression des certaines
enzymes de la voie de B-oxydation peroxysomale et mitochondriale. Parmi ces genes cibles,
I’ Acyl-CoA oxydase (ACOX1) qui est la cible directe de la PPARa.
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activation de la
transcription

zone régulatrice

Figure 28: Mode d’action des acides gras sur la transcription des génes par
PPAR
Dans un prmier temps, les acides gras se lient au PPAR, ils activent ce

facteur de transcription, probablement en modifiant sa structure tertiaire.
PPAR activé se lie a son tour a un second facteur de transcription , le
Retinoic X Receptor (ou RXR). Le complexe protéique ainsi formé appelé —
hétérodimere- reconnait une séquence nucléotidique consensus, le
« Peroxysome Proliferator Responsive Element», ou PPAR dans le
promoteur des genes. Enfin la fixation de [’hétérodimere sur le PPRE active

la transcription du géne.

4.3 Dysfonctionement peroxysomale et maladie d’Alzheimer

Dans la MA, des altérations lipidiques sont présentes au début de la progression de la
maladie. Certaines de ces altérations pointent vers un dysfonctionnement du peroxysome
(Kou et al., 2011). Chez I'hnomme, les déficiences liées a la biogenese et les fonctions des
peroxysomes peuvent causer plusieurs dommages et contribuer a I'élaboration des maladies
neurodégénératives graves (Aubourg and Wanders, 2013 ; Munter, 2015). Le
dysfonctionnement du peroxysome a montré qu'il est associé au vieillissement cellulaire ainsi

que des maladies degénératives liées a I'age (Titorenko and Terlecky, 2011).
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Une diminution de Dactivité catalase, une faible synthése des plasmalogenes et
sénescence des peroxysomes pourraient favoriser 1’apparition de maladies neurodégénératives
y compris la MA (Goodenowe et al., 2007 ; Farooqu and Horrocks, 2001 ; Terlecky et al.,
2006 ; Lizard et al., 2012). La premiere preuve du role potentiel des peroxysomes dans le
développement de la MA a été mise en évidence in vitro sur des cultures primaires de
neurones d’hippocampe de rat. Dans ces cellules, la prolifération des peroxysomes, induite
par le Wy-14.463, un agoniste puissant de PPARa, a été associée avec une protection de la
mort cellulaire induite par I’AB (Santos et al., 2005). 1l a été démontré précédemment que les
peroxysomes sont impliqués dans les premiers stades de la MA, comme étudié in vivo chez le
modele de souris transgéniques alzheimer (Tg2576), agés de 3 mois, en l'absence de signes
neuroanatomiques ou cytologiques apparents de la maladie, des altérations significatives des
peroxysomes ont été observées (Cimini et al., 2009). Ces dysfonctionnements des
peroxysomes peuvent contribuer a la progression de la MA. Cela a été bien signalé sur les
tissus du cerveau post-mortem des patients atteints de la MA (Kou et al., 2011). Les
peroxysomes sont nécessaires pour certaines étapes de la synthése de plusieurs lipides,
notamment plasmalogénes (Kuczynski and Reo, 2006) et de DHA (Calon et al., 2004). Il a
été démontré que les niveaux de ces deux lipides sont réduits dans les cerveaux des patients
alzheimer (Ginsberg et al., 1995 ; Han, 2010 ; Han et al., 2001 ; Martin et al., 1997 ;
Pettegrew et al., 2001). Le niveau de circulation d’éthanolamine- plasmalogenes est
significativement diminué dans le serum des sujets souffrant de la MA, cliniqguement et
pathologiquement diagnostiqués a tous les stades de la démence (Goodenowe et al., 2007;
Wood et al., 2010 ; lgarashi et al., 2011). Une étude de cohorte Vienne- Transdanube Aging
(VITA) faite sur des patients Alzheimer regroupés en trois cohortes de plus en plus graves
(stades I-11, 1I-1V, et V-VI, respectivement selon la calssification de Braak and Braak). Cette
étude a montré une diminution des taux de plasmalogénes, une augmentation de la densité des
peroxysomes dans les cellules neuronales, une diminution du nombre des peroxysomes dans
les neurites des cerveaux Alzheimer et une une accumulation de C22 :0 et des AGTLCs (C24
:0, C26 :0), substrats spécifiques de la B-oxydation péroxysomale (Kou et al., 2011).Un
double modeéle de souris transgenique de la MA qui co-exprime un précurseur mutant humain
de la protéine amyloide de B (ApPPswe) et préseniline 1 sans exon 9 (PS1dE9) a été utilisé
afin d'évaluer l'effet de la prolifération des peroxysomes sur la neurotoxicité d’AB in vivo.

Cette étude a montré des améliorations significatives dans la mémoire spatiale, formation des
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niveaux inférieurs des agrégats d’Ap, rédcution de la réponse inflammatoire, évaluée par
I’astrogliose et microgliose, diminution de la phosphorylation de tau, diminution des protéines
post-synaptiques, tout en favorisant la plasticité synaptique sous la forme d'une

potentialisation a long terme (Inestrosa et al., 2013).

Il a ét¢ bien admis que I’augementation des AGTLCs dans le cerveau de la MA
implique un dysfonctionnement de la f-oxydation peroxysomale. Des cultures primaires des
neurones du cortex cérebral traitées par la thioridazine induit une accumulation des AGTLCs
(C24:0 and C26:0). Cela a conduit a une augmentation de 1’expression d’ARNm d’APP
751+770, de la protéine APP, de BACEL (B-sécrétase) et des niveaux d’agrégation AB40 (Shi
etal., 2012).

5. Stress oxydatif et maladie d’Alzheimer
5.1 Stress oxydatif et systemes de défense

La chaine respiratoire mitochondriale, dans laquelle les étres aérobies puisent leur
énergie, joue un role capital dans la cellule en couplant 1’oxydation de coenzymes
transporteurs d’hydrogene ou d’électrons avec la phosphorylation de I’ADP en ATP. Les
conséquences de cette activité mitochondriale sont doubles et paradoxales: Production des
molécules d’ATP et génération des radicaux libres (Haleng et al., 2007). Un radical libre est
une espece chimique (atome ou molécule) possédant un ou plusieurs électrons non appariés
sur sa couche périphérique (Halliwell, 1985). La présence d'un électron célibataire confére a
ces molécules, la plupart du temps, une grande instabilité. Il s’agit d’especes chimiques trés
réactives, agressives et a durée de vie trés courte (10%10°sec). Ces radicaux cherchent dans
leur environnement un électron pour s’apparier en déclenchant une série de réactions en
chaines attaquant les structures voisines et en faisant ou non intervenir différentes enzymes
(xanthine oxidase, NADPH-oxydases, iNOS). Parmi toutes les especes radicalaires
susceptibles de se former dans les cellules, il convient de distinguer un ensemble restreint de
composés radicalaires: les radicaux primaires et les radicaux secondaires. Les radicaux
primaires dérivent de I'oxygene par des réductions a un électron tels et le radical hydroxyle
OH’ et I'anion superoxyde O,", ou de l'azote tel le monoxyde d'azote NO’, ces deux derniers
ne sont pas tres réactifs, mais constituent des précurseurs des autres especes plus réactives.
Les radicaux secondaires, se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les composés

biochimiques de la cellule (Yoshikawa et al., 2000).
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D'autres espéces dérivées de I'oxygéne comme l'oxygéne singulet (*0.), le peroxyde
d'hydrogene (H,0,) ou le nitroperoxyde (ONOOH), ne sont pas des radicaux libres, mais sont
aussi reactives et peuvent étre des précurseurs de radicaux. Les radicaux comme les radicaux
peroxyles (ROQ") ou surtout le radical hydroxyle (HO") sont extrémement réactifs, et ce avec
la plupart des molécules des tissus vivants (Flavier, 2003). Les radicaux libres de I'oxygene
ou de l'azote, méme reactifs, ne sont pas uniquement toxiques. lls peuvent avoir a la fois un
réle physiologique ou un effet toxique en fonction de leur concentration. Dans des conditions
normales, sont générées en faible quantité et jouent un réle physiologique important capables,
notamment de réguler des fonctions cellulaires létales telle la mort cellulaire programmée ou
apoptose, et activer des facteurs de transcription, eux-mémes responsables de l'activation de
génes impliqués dans la réponse immunitaire (phagocytose) (Haleng et al., 2007; Flavier,
2003).

En situation physiologique, il y a un équilibre parfait entre la production d’ERO et les
systemes de défenses antioxydantes. Lorsque la production des ERO devient excessive ou
résulte de phénomenes toxiques exogenes, I'organisme va devoir se protéger de ces exces par
différents systemes antioxydants (Favier, 2003).Certains composés antioxydants peuvent agir
en piégeant les radicaux et en captant I'électron célibataire, et les transformant en molécules
ou ions stables, il s’agit de la vitamines E (tocophérol), C (ascorbate), Q (ubiquinone), ou les
caroténoides apportés par I’alimentation sous forme de fruits et 1égumes (Kinsky, 1989). La
vitamine piégeuse va devenir un radical, puis sera soit détruite, soit régénérée par un autre
systeme. Ainsi, la vitamine E est régénérée par la vitamine C qui est elle-méme régénérée par
des enzymes, les ascorbates réductases (Packer, 1991). De trés nombreux composés
alimentaires peuvent aussi avoir ce comportement : polyphénols, alcaloides, phytates (Bors et
al., 1990). La vitamine E neutralise les radicaux peroxydes et inhibiteur de la formation de
peroxydes lipidiques. La vitamine C permet de neutraliser I'anion superoxyde. Notons, la
présence d’autres composés endogenes, synthétisés par les cellules et jouent le méme réle
d’antioxydants puissant, le plus important est le glutathion réduit, qui protége non seulement
contre les radicaux oxygénés, mais aussi contre les peroxydes ou le NO+. Le GSH a son tour
permet de métaboliser le peroxyde d'hydrogene.

Le deuxiéme type de défense contre les ERO est de nature enzymatique visant a
détruire les superoxydes et peroxydes. Les superoxydes dismutases (SOD) qui dismutent

l'anion superoxyde en peroxyde d’hydrogéne (H20;) (20, + 2H" H,0, + O,). Ce dernier
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est ensuite eliminé par la catalase (2H202— O2 + 2H202) ou par une autre peroxydase comme
la glutathion peroxydase (H202 + 2GSH — H202 + GSSG) (Alves de Almeida et al., 2007).
Les superoxydes dismutases existent sous plusieurs isoformes : superoxydes dismutases a
manganése (MnSOD) protégeant la mitochondrie, des superoxydes dismutases a cuivre-zinc
protégeant le cytosol ( Cu-ZnSOD). La glutathion peroxydase est chargée d’éliminer les
peroxydes organiques. Elle réagit avec les peroxydes en présence de GSH (Hebbel, 1986). Le
glutathion oxydé (GSSG) resultant de la réaction est de nouveau réduit par la glutathion
réductase avec consommation de NADPH (GSSG + NADPH 2GSH+ NADP")
(Hasspieler et al., 1994) (Figure 29).
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Figure 29: Diverses réactions impliquant soit les ERO, soit les enzymes anti-oxydantes

5.3 Dommage cellulaire induit par le stress oxydant

Lorsque les antioxydants et les enzymes antioxydantes n’arrivent pas a neutraliser les
ERO, divers dommages peuvent affecter toutes les composantes de la cellule. Ces dommages
se manifestent par une alétration de I’ADN, des protéines et des lipides cellulaires. Les lipides
et principalement leurs acides gras polyinsatures sont la cible privilégiée de l'attaque par le

radical hydroxyle (OH®) capable d'arracher un hydrogéne sur les carbones situés entre deux
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doubles liaisons, pour former un radical diéne conjugué, oxydé en radical peroxyle (ROO®).
Cette réaction appelée peroxydation lipidique forme une réaction en chaine car le radical
peroxyle formé se transforme en peroxyde (R-O-O-R’) au contact d'un autre acide gras qui
forme un nouveau radical diene conjugué (Esterbauer et al., 1992). Le radical peroxyle,
apres évolution en un peroxyde cyclique et coupure de la molécule, peut libérer différents
aldéhydes toxiques dont le malonaldialdéhyde (MDA) ou I'hydroxynonenal (4-HNE) (Favier,
2003). La transmission en chaine de la réaction de peroxydation lipidique est stoppée par la
vitamine E intercalée dans la bicouche lipidique des membranes. L’ADN est une molécule
tres sensible a l'attaque par les radicaux de I'oxygeéne. L’ADN mitochondrial (ADNmt) est
donc la cible des ERO, il est a proximité directe de la source de production, du fait qu’il est
fix¢é a la menbrane interne. L’ADNmt est fragile car il est dépourvu d’histones et ne semble
pas avoir de systetme de réparation aussi efficaces que celui de I’ADN nucléaire (ADNn)
(Bohr, 2002 ; Stevnser, 2002). L'attaque radicalaire de I’ADN peut étre directe et entrainer
I'oxydation des bases, engendrant un grand nombre de bases modifiées: 8 oxo guanine, 8 nitro
guanine, formamidopyrimidine, 8 oxo adénine, formimidouracile, 5 hydroxy cytosine, 5
hydroxy méthyl uracile, des cassures des brins d’AND et formation des adduits de I’ADN
(Favier, 2003). Les protéines les plus sensibles aux attaques radicalaires sont surtout celles
qui comportent un groupement sulfhydryle. 11 s’agit de certains acides aminés comme la
cystéine, la méthionine et la tyrosine. Une oxydation plus franche des protéines peut conduire

a leur carbonylation et a leur denaturation (Barouki, 2006).

5.4 Implication du stress oxydatif dans la maladie d’Alzheimer

Le systeme nerveux central est particulierement vulnérable aux dommages des
radicaux libres, en raison du taux élevé de la consommation d'oxygéne dans le cerveau, de la
teneur élevée en lipides, et du taux faible des enzymes antioxydantes par rapport a d'autres
tissues (Coyle and Puttfarcken, 1993). Ces dernieres années, beaucoup d'études ont fourni
des arguments qui montrent qu’une augmentation du stress oxydatif a été enregistrée dans le
cerveau des patients Alzheimer, cela pourrait avoir un réle dans la dégénéresence des

neurones et la mort cellulaire (Markesbery, 1997; Markesbery and Ehmann, 1993).

Il a été démontré qu’une augmentation de concentration de Fe et d’Al dans les cerveau
des patients Alzheimer, est capable de stimuler la production des radicaux libres (Alzheimer,

1907). Le fer génére, donc, des radicaux hydroxyles, trés réactifs, a partir d’H,O, par la
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réaction de Fenton. Une forte concentration de Fe a été révélée dans le cortex, I’amygdale,
I'nippocampe, et la voie olfactive des sujets Alzheimer (Goodman, 1953 ; Thompson et al.,
1988 ; Samudralwar et al., 1995). Une étude a montré que la substance grise (cortex) des
sujets Alzheimer est surchargée en Fe (467 mg/g) par rapport aux témoins (280 mg/g)
(Ehmann and Markesbery, 1986). L’aluminium stimule la formation des ERO dans les
cellules gliales murins en culture (Evans et al., 1992). 1l a été suggéré qu’une alimentation
riche en Al a conduit a une peroxydation des lipides dans le cerveau des animaux (Fraga et
al., 1990). Il a été montré que le taux de 4-HNE est augmenté chez les patients Alzheimer cet
aldéhyde a été produit lors la peroxydation lipidique dans le liquide céphalo-rachidien des
patients Alzheimer (Evans et al., 1989). La grande réactivé du 4-HNE cause la mort cellulaire
en altérant les ATPases impliquées dans le transfert ionique et dans 1’homéostasie calcique
(Siems et al., 1996). Une augmentation de la peroxydation lipidique a été remarquée au
niveau du lobe temporal des patients Alzheimer ou les altérations histopathologiques sont
considérables (Markesbery, 1997). Des études ont montré la présence des produits de la
peroxydation lipidique a savoir le malondialdéhyde, le péroxynitrite, les carbonyles et les
AGEs (advanced glycosylation end products) dans le cerveau des patients Alzheimer, en

particulier au niveau des DNF (Christen, 2000).

Une augmentation de 1’oxydation de I’ADN mitochondrial et nucléaire a été observée
dans le cortex pariétal des patients Alzheimer en utilisant le 8-hydroxy-2-désoxyguanosine
comme marqueur de I’oxydation de ’ADN. L’oxydation de I’ADN mitochondrial est de 10
fois plus élevée que I’ADN nucléaire et de 15 fois plus élevée chez les patients agés de plus
de 70 ans (Mecocci et al., 1993 ; Mecocci et al., 1994). L’oxydation des protéines a été
augmentée dans le p6le frontal et occipital des sujets agés et Alzheimer (Smith et al., 1991).
Les protéines carbonyls ont été augmentées de 42% dans I'hippocampe, et de 37% dans le
lobe pariétal inférieur par rapport au cervelet des pateints Alzheimer (Hensley et al., 1995). Il
a ét¢ démontré que I’AP cause I’accumulation de H,O, dans les cellules neuronales de
I’hippocampe (Mattson et al., 1995), et dans les neuroblastoma en culture (Behl et al., 1994).
L’Ap cause aussi la peroxydation lipidique (Butterfield et al., 1994). C’est une source des
radicaux libres, neurotoxiques pour les enzymes et les cellules. 1l a été montré in vitro que le

processus oxydatif stimule I’agrégation de I’Ap (Dyrks et al., 1992).
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6. Cholestérol et neurodégénerescence
6.1 Structure du cholestérol et oxystérols

Le cholestérol est un composé amphiphile grace a sa téte hydrophile et sa queue
hydrophobe. 1l posséde 27 atomes de carbone, et il comprend un noyau tétracyclique de
quatre anneaux de carbone appelés A, B, C et D, une chaine d'isooctyle en position 17, et une
fonction alcool en position 3. Le groupe hydroxyle en position 3, les deux méthyles en 18 et
19 ainsi que la chaine d'isooctyle sont en position béta (Rog et al., 2009). Les positions 5, 6 et
7 sont sensibles a 1’oxydation, c’est 1la ou elle est la plus fréquente (Figure 30). Les
oxydations peuvent également avoir lieu sur la chaine latérale. L’estérification du cholestérol
par les acides gras qui se fait au niveau du groupement hydroxyle efface ses propriétés

hydrophiles. Les cholestéryl esters ainsi formes sont la forme de stockage du cholestérol.

N FAR PR rl
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hydrophile (cvclopentanophénanthréne) hydrophobe

Figure 30: Structure du cholestérol

Les oxystérols sont des dérivés oxydés du cholestérol formés soit par auto-oxydation
(7B-hydroxycholestérol, 7-cétocholestérol) (Figure 31) (Vejux et al., 2011), soit synthétisés
par I’intermédiaire d’une enzyme, CYP (7a-hydroxycholestérol, 24(S)-hydroxycholestérol
(24S-OHC), 27-hydroxycholestérol (27-OHC)), soit résultant des 2 processus. Les oxystérols
sont détectés dans le sang, la bile et dans des organes comme le foie, les poumons ou le
cerveau ou leur présence pourrait induire un bon nombre d'effets biologiques. Les oxystérols
servent de moyen d’élimination du cholestérol dans les tissus périphériques, comme le 24S-

OHC dans le cerveau, ou le 27-OHC dans les macrophages (Bjorkhem, 1994 ; Norlin, 2000).
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Figure 31: Structures du cholestérol et de certains dérivés oxydés (oxystérols)
(Vejux et al., 2011)

6.1 Stress oxydatif et oxystérols

Les oxystérols comme le 7-cétocholestérol (7KC) sont capables d’induire un stress
oxydant via la production des ERO (Lemaire-Ewing et al., 2005 ; Vejux et al., 2009). Des
études sur les oxystérols ont montré qu’une augmentation du stress oxydatif dans les
promonocytes humaines U937 traités par le 7KC ou le 7B-hydroxycholestérol a été traduite
par une peroxydation lipidique, une chute du glutathion intracellulaire (Lizard et al., 1999 ;
O'Callaghan et al., 2002) et d'une inhibition de la production de monoxyde d’azote endogéne
(Monier et al., 2003). Il a été montré sur des cellules musculaires lisses d’aorte humaine, que
le 7KC induit un stress oxydant, en activant la nicotinamide adenine dinucléotide phosphate-
oxydase (NADPH) qui est une enzyme impliquée dans la formation des ERO (Pedruzzi et al.,
2004). Des rats nourris d’un régime contenant une mixture d’oxystérols ont montré une
augmentation du taux de la gluthation peroxydase et la superoxyde dismutase par rapport aux
rats témoins (Vejux et al., 2008). Il a été bien établi que le 7B-hydroxycholestérol et le 7-
cétocholestérol sont plus toxiques dés la concentration de 20 pg/ml (50 uM) (Nury et al.,
2014). Le 7KC et le 7p-hydroxycholestérol, peuvent induire également la nécrose des

fibroblastes (Lizard et al., 1999). Le 7KC peut étre incorporé dans les radeaux lipidiques des
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menbranes plasmiques, cela peut induire I’apoptose ou les voies de transduction du signal
dans I’inflammation (Vejux et al., 2009 ; Massey and Pownall, 2005). 1l a été demontré sur
des cellules musculaires lisses aortiqgues humaines, que le 7KC provoque un processus
autophagique, par 1’induction de la mort cellulaire associé avec la conversion de LC3-I en
LC3-1l (Martinet et al., 2004).

6.2 Implication du cholestérol dans la maladie d’Alzheimer

Le cholestérol est une molécule essentielle au niveau cérébral. Le cerveau est I'organe
le plus riche en cholestérol dans le corps, il n’est donc pas surprenant qu’il contienne des
oxystérols, et qu’il doit étre étroitement régulé (Bjorkhem and Meaney, 2004 ; Ragot et al.,
2011). Des alétrations au niveau de métabolisme de cholestérol peuvent conduire a des
niveaux cérébraux anormaux des oxystérols. Cela peut contribuer a certaines maladies
neurologiques, comme la MA. Chez les mammiféres, 25 % du cholestérol corporel est situé
dans le cerveau, bien que celui-ci ne représente que 10 % de la masse corporelle (Vance,
2005). La barriere hémato-encéphalique isole le cholestérol cerébral de la circulation
sanguine. Le role clé des oxystérols dans la pathogenése de la MA a été fortement pris en
compte pour chercher leur implication dans la modulation, la neuroinflammation,
I'accumulation d’AB, et la mort cellulaire (Gamba et al., 2015). Le 24S-OHC qui est un
dérivé d'oxyde de cholestérol, pourrait constituer un biomarqueur potentiel de la MA (Jeitner
et al., 2011). La présence de ce composé dans le cerveau humain a été décrite pour la
premiere fois en 1953 (Di Frisco et al., 1953). Le cerveau est supposé contenir environ 80%
de 24S-OHC contenu dans le corps. La concentration de 24S-OHC dans le cerveau et les
glandes surrénales est de 30 a 1500 fois plus élevée que dans d'autres organes (Lutjohann et
al., 1996). Celui ci a été trouvé sous forme d’isomére de 24S-OHC dans le cerveau, les
glandes surrénales et le plasma (Breuer and Bjorkhem, 1995). L’excés de cholestérol est
converti en 240HC par I’intermédiare du 24S-hydroxylase (CYP46), une enzyme de la
famille des cytochromes P-450, qui constitue la voie majoritaire d’élimination du cholestérol
(Leoni and Caccia, 2013). Le CYP46ALl est une enzyme exprimée dans les neurones, y
compris les neurones de I'hippocampe et du cortex, qui sont importants pour I'apprentissage et
la formation de la mémoire (Russell et al., 2009). Il a été rapporté que le taux de cette enzyme
augmente avec l'age et que cette modification pourrait contribuer a la détérioration cognitive
chez les personnes agées (Lund et al., 1999 ; Martin et al., 2008). Cette enzyme est

localisée dans le réticulum endoplasmique (Mast et al., 2008). Une hypothese suggére que le
e
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taux anormal de 24S-OHC dans le liquide céphalorachidien (LCR) et / ou dans le plasma des
patients atteints de la MA pourrait étre un marqueur biochimique putatif d'altération de
I'noméostasie du cholestérol dans le cerveau et / ou de la dégradation neuronale. Cette
hypothése a conduit a I'identification des niveaux accrus de 24S-OHC dans le LCR, dans le
plasma des patients atteints de la MA et dans la démence vasculaire (Lutjohann et al., 2000 ;
Papassotiropoulos et al., 2000 ; Bogdanovic et al., 2001). Une diminution des
concentrations 24S-OHC dans le plasma des patients atteints de la MA ont été attribués a
I'atrophie du cerveau, ce qui pourrait étre une conséquence de la diminution des neurones
métaboliquement actives (Bretillon et al., 2000 ; Solomon et al., 2009 ; Kélsch et al., 2004 ;
Zuliani et al., 2011).

Certaines données suggérent que le 24S-OHC inhibe la production d’Ap en modulant
I'expression des génes codant pour 1’ APP et la B-sécrétase, facilite le clivage de I'APP selon la
voie non amyloidogénique. Les cellules neuronales SH-SY5Y traitées avec 24S-OHC conduit
a une augmentation nette de 1’expression de I’sAPPa et de I’a-sécrétase, ainsi qu’une baisse
de la régulation des activités de la B-sécrétase (Famer et al., 2007 ; Prasanthi et al., 2009).
Notons que la B-secrétase est située dans des radeaux lipidiques de la membrane plasmique.
Ceux-ci sont riches en cholestérol (Cordy, 2006). Il a été donc démontré qu’une
augmentation de la concentration cellulaire en cholestérol semble favoriser le clivage par la B-
secrétase, ce qui entraine une accumulation de peptides AB (Puglielli, 2003 ; Xiong, 2008).
Une autre étude a montré qu’une inhibition de ’ACATI1 conduit a une augmentation du
cholestérol libre et donc une répression de la synthése d’B-secrétase (Puglielli, 2004).
L’administration de statines (agents hypocholestérolémiants) réduit le taux plasmatique de
24S-OHC et le taux intra et extracellulaire d’AB (Vance, 2005). Le 27-OHC est 1’oxystérol le
plus abondant dans la circulation humaine (Khatib and Vaya, 2014). Il a été détecté dans le
cerveau et il est capable de traverser la BHE. Le 27-OHC, issu de la conversion du cholestérol
par la 27S-hydroxylase (CYP27A1) (Lund et al., 2003), a été augmenté dans le cortex frontal
des patients atteints de la MA par rapport a des sujets témoins (Heverin et al., 2004).
L’expression de CYP27A1 et les niveaux 27-OHC plasmatiques ont diminué chez les patients
atteints de MA (Brown et al., 2004 ; Kolsch et al., 2004). Le traitement des SH-SY5Y avec
27-OHC conduit & une augmentation du niveau d'expression de protéines APP et [3-sécrétase
(Prasanthi et al., 2009). Il a été démontré que le taux de 27-OHC est augmenté 4 fois dans

différentes régions du cortex de patients portant la mutation Suédoise APP670/671 (Shafaati
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et al., 2011). Le 27-OHC inhibe la formation d’Af in vitro en augmentant 1’activité de I’a-

secrétase et en diminuant celle de la B-secrétase (Brown, 2004 ; Famer, 2007).

In vivo, I'une des premieres études qui ont établi que le cholestérol pourrait contribuer
a la production d’Ap. Cette étude a montré une augmentation de ’intensité des dépots
intracellulaires de peptides amyloides dans les neurones d’hippocampe de lapins nourris avec
une alimentation riche en cholestérol. (Sparks et al., 1994). D’autres études réalisées in Vivo
sur des souris transgéniques de MA ont montré une diminution de 1’accumulation du peptide
AP apres traitement par des statines (Sparks et al., 2000). Cette diminution pourrait étre due a
une modification du clivage de I’APP. En effet, une diminution du clivage par I’a-sécrétase a
été observée en traitant des cellules avec des taux élevés de cholestérol (Bodovitz et al., 1996)
alors qu’une diminution du niveau de cholestérol membranaire favorise la voie non
amyloidogene et conduit a une diminution de 1’activité B-sécrétase (Kojro et al., 2001). Chez
les souris sauvages (C57BL/6), un régime alimentaire riche en cholestérol favorise une
réponse neuroinflammatoire dans le cerveau (analyse immunohistochimique a révélé la
présence de la microglie et les astrocytes activés dans I'hippocampe) et des dysfonctions
cognitives (Thirumangalakudi et al., 2008). L'implication des autres oxystérols dans la
pathogenese de la MA et en particulier leur capacité éventuelle a induire 'agrégation d’AP a
été bien etablie. Il a été démontré que le 7KC facilite la localisation d’Ap dans les membranes
lipidiques, tandis que le 25-OHC stimule son insertion. La cytotoxicité induite par 7KC sur
les cellules neuronales est contrecarrée par 24S-OHC via l'activation de la transcription de la
voie de signalisation LXR (Okabe et al., 2013). Le 7KC et 78-OHC résultant de l'auto-
oxydation du cholestérol (luliano, 2011) peuvent étre formés en conséquence de stress

oxydatif, souvent observé dans la MA (Vaya and Schipper, 2007 ; Baarine et al., 2012).

7. Mort cellulaire et maladie d’Alzheimer
7.1 Généralité

La mort cellulaire est un processus de déclin spontané et désorganisé de la vie. Elle ne
pouvait résulter que d’accidents, de destructions, d’agressions de I’environnement, Sans
intervention pharmacologique ou génétique (Galluzzi et al., 2015). On parle de mort
cellulaire a partir du moment ou les fonctions vitales et les réactions chimiques de son
métabolisme ont cessé. La mort cellulaire est un processus essentiel au maintien de
I’homéostasie cellulaire et tissulaire, au développement et a la différenciation cellulaire. Elle
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est donc indispensable a la cellule pour s’adapter a un certains mécanismes, comme par
exemple 1’élimination des neurones en surnombre ou des cellules ayant un phénotype
anormal, de méme que la correction des erreurs (Oppenheim, 1991). Il existe trois principaux
types de mort cellulaire qui sont induits de facon programmée ou qui sont activés par les
stimuli de stress extracellulaire. On distingue I’apoptose (mort dite de type I), la mort
cellulaire autophagique (mort dite de type Il) et la nécrose (mort dite de type 111) (Kroemer
et al., 2009).

7.2 Apoptose

L’apoptose est un processus de mort programmée (programmed cell death ou PCD)
utilisé la premiere fois par Kerr pour décrire une forme morphologiquement distincte de mort
cellulaire (Kerr, 2002 ; Kerr et al., 1972). L’apoptose est une réponse a des signaux intra ou
extra-cellulaires déclencheurs de mort, ou a l'absence de signaux de survie dans
I'environnement de la cellule. Une cellule apoptotique subit des changements morphologiques
durant ce processus, comme la diminution du volume cellulaire, condensation de la
chromatine, fragmentation des noyaux et apparition de vesicules intracellulaires nommeées
corps apoptotiques. Ces derniers sont rapidement éliminés par phagocytose sans intervention
d’un phénoméne inflammatoire. Une cellule apoptotique se caractérise aussi par des
modifications biochimiques : chute du potentiel mitochondrial transmembranaire (Aym),
externalisation des résidus de la phosphatidylsérines de la menbrane plasmique, fragmentation
d’ADN et activation des caspases. Les caspases (de l'anglais cysteinyl-aspartate-cleaving
proteases ou aspartic-acid-specific cystein proteases) appartiennet a la famille de protéases a
cystéine intracellulaires qui interviennent dans le processus de mort cellulaire aprés stimulus.
Typiquement le clivage des caspases est effectué au niveau des résidus aspartates. Les
caspases jouent un réle clé dans les phases d’initiation et d’exécution de I’apoptose. Elles sont
présentes dans le cytoplasme sous forme de pro-caspases (zymogene) inactives (Mcllwain et
al., 2016). Lors de leur activation, elles sont clivées en deux sous-unités : une petite et une
grande. Ces sous-unités forment des hétérotétrameres composés de deux petites sous-unités et
de deux grandes sous-unités pour donner les formes actives des caspases (Reed, 2000). Ce
sont ces héterotétrameres qui sont actifs pour cliver les protéines. Les caspases ont eté
largement classées en trois groupes par leurs roles connus dans I'apoptose: Groupe I:
caspases initiatrices (6, 8, 9 et 10), sont impliquées dans les premieres étapes de 1’apoptose.

Groupe 1l caspases effectrices (caspase 2, 3, et 7), sont directement impliquées dans
e —
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I’exécution de I’apoptose et conduisent a la dégradation de la cellule (clivage des protéines)
(Kroemer et al., 2007), et Groupe IlI: Caspases 1, 4 et 5, participent a la maturation des
cytokines durant I’inflammation (clivage de pro-IL-1p et pro-1L18) (Amarande-Mendes and
Green, 1999). Il existe deux voies principales de signalisation aboutissant a I’apoptose:

La voie intrinseque ou voie mitochondriale: elle est activée par des signaux de stress
cellulaire comme la privation de facteur de croissance, la rupture du cytosquelette, les lésions
de I'ADN, l'accumulation de protéines dépliées, I'hypoxie, 1’exposition a des radiations UV,
I’irradiation 7, les altérations de I’ADN (Brenner and Mak, 2009 ; Kroemer, 2003). Cette
voie est caractérisée par une perméabilité de la membrane interne conduisant a une chute du
potentiel mitochondrial transmembranaire, suivie par la libération des facteurs apoptogenes
séquestrés dans 1’espace intermenbranaire mitochondriale, parmis lequels le cytochrome c, les
caspases -2,-3,-8 et -9; Smac/DIABLO («second mitochondrial activator of caspase »
/ «direct IAP binding protein with low pl»), I’AIF («apoptsis-incducing factor »), et
I’endonucléase G (Parone et al., 2002). Il est bien établi aujourd’hui que la famille de
protéines anti-apoptotiques Bcl-2 sont capables de former des pores dans la membrane
externe mitochondriale en se complexant avec les protéines pro-apoptotiques Bax et Bak afin
de permettre la libération du Cyt-c dans le cytosol (Korsmeyer et al., 2000). Lorsque le
cytochrome c se retrouve dans le cytoplasme, il se complexe avec I’ATP, la protéine Apaf-1
et la pro-caspase-9 pour former 1’apoptosome (Li et al., 1999). Lorsque la caspase-9 est
activée, elle est donc capable d’activer a son tour les caspases effectrices comme la caspase-3
et caspase-7 (Reed, 2000).

La voie extrinséque ou voie des récepteurs de mort: elle est déclenchée par des
signaux extracellulaires livrés sous forme de ligands qui se lient a des récepteurs de mort
(DRS). Les récepteurs de mort appartiennent a la superfamille des récepteurs du Tumor
Necrosis Factor (TNFR) et incluent des récepteurs tels que le récepteur Fas, les récepteurs de
TNF (TNFR-1, TNFR-2) et les récepteurs du TNF-related apoptosis inducing ligand (TRAIL)
DR-4 et DR-5 (Mcllwain et al., 2016). La fixation du ligand sur les récepteurs de mort induit
le recrutement des protéines adaptatrices comme Fas-Associated protein with Death Domain
(FADD). Ces proteines adaptatrices se lient a la caspase initiatrice (la procaspase-8) pour
former le death-inducing signaling complex (DISC), via le Death effector domain (DED). Le
FADD stimule I’activation de la pro-caspase-8 qui va étre clivée en caspase-8. La caspase- 8

activée déclenche I’activation des caspases effectrices -3, -6 et -7 (voie de Type 1) (Madema
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et al., 1997). La caspase-8 ne peut pas elle-méme effectuer 1’apoptose, par contre elle clive la
protéine Bid, ceci va initier par la suite la voie intrinseque de 1’apoptose (voie de Type II)
(Reed, 2000 ; Li et al., 1998).

7.1 Autophagie

L’autophagie, signifie littéralement : se manger soi-méme, est un processus d’auto-
digestion qui consiste en une dégradation de composants intracellulaires par le lysosome. Il
existe trois différents types d’autophagie : la microautophagie, 1’autophagie médiée par des
protéines chaperones et la forme principale, la macroautophagie (Cuervo, 2004). Elle joue un
role physiologique important dans la croissance cellulaire, la différenciation et surtout dans le
maintien de 1’homéostasie qui nécessite 1’¢limination et le remplacement continuel des
protéines et des organites non fonctionnels (Puyal et al., 2009). L’autophagie est le principal
mécanisme impliqué dans le catabolisme des protéines a longue durée de vie et des organites
(mitochondries, réticulum endoplasmique, peroxysomes...). Trois formes d’autophagie
(Figure 32) ont été décrites (Puyal et al., 2009) :

- La microautophagie est un processus impliquant la séquestration d’une partic du
cytoplasme par la membrane du lysosome directement.

- L’autophagie médiée par des protéines chaperones concerne spécifiquement les protéines
qui portent une séquence précise de 5 acides aminés (KFERQ). Ces protéines sont prises
en charge par un complexe formé par les protéines chaperones (hsc70) et co-chaperones
(hip, hop, hsp40, hsp90 et bagl) qui les dirigent jusqu’au lysosome ou un récepteur
associé a la membrane lysosomale (LAMP-2A) les reconnait et permet leur translocation
dans la lumiére du lysosome.

- La macroautophagie, forme la moins sélective d’autophagie, dans laquelle une portion
entiere de cytoplasme contenant les organites ou les protéines a dégrader sont séquestrées
dans une vésicule formée de plusieurs membranes nommeée autophagosome. L’origine de
ces membranes n’est pas ¢lucidée mais on parle d’'un processus d’élongation d’une
structure  membranaire nommée  «pré-autophagosome»  (ou  phagophore).
L’autophagosome va ensuite fusionner avec un lysosome pour former un « autolysosome
» dans lequel les enzymes lysosomales pourront digérer les différents constituants. Ainsi
la macroautophagie génere des nucléotides, des acides aminés et des acides gras libres qui

pourront étre réutilises pour la synthése de nouvelles macromolécules et d’énergiec (ATP).

93




Chapitre 111 : Alzheimer Synthése Biobliographique

| Microautophagie | | Autophagie médiée par des protéines chaperones |
Chaperone lysosomale Lysosome
. e
Complexe de protéines
chaperones N
et co-chaperones e 2
cytoplasmiques ‘ o Recepteu‘r
membranaire
Lysosome G i
| Macroautophagie |
Autolysosome
Autophagosome
0 ’ 4 @“

Pré-autophagosome

# = protéine
&> =organite
Lysosome %% =enzymes lysosomales

Figure 32: Différents types d’autophagie

L’activation de 1’autophagie permet également une production énergétique suffisante
au maintien des fonctions vitales lors de conditions pauvres en nutriments (Puyal et al.,
2009). La protéine kinase mTor (mammalian target of rapamycin) est ’acteur central de la
régulation et de I’induction de 1’autophagie (Carrera, 2004 ; Pattingre et al., 2008). Lorsque
mTor est activée, elle inhibe la voie de 1’autophagie, mais son inactivation permet de lever
I'inhibition et donc de lancer 1’autophagie. De nombreux génes gouvernent 1’autophagie. Ces
30 génes sont indispensables pour que 1’autophagie se déroule normalement. Il s’agit des
génes ATG (autophagy genes) (Ravikumar et al., 2010). Leurs produits ont des fonctions
tres diverses. On y trouve Atg3, Atg5, Atg7, AtglO, Atgl2 et Atg 8 (LC3) qui sont
nécessaires a la maturation du phagophore et donc, la formation d’autophagosome. LC3 existe
sous deux formes, cytosolique (LC3-1) ou associé au phagosome (LC3-11). LC3-I1 pourrait
jouer une fonction structurale permettant 1’élongation et la formation de I’autophagosome
mature (Puyal et al., 2009), et constitue un marqueur cellulaire pour révéler la présence
d’autophagosomes (Kabeya et al., 2000). Le taux de la LC3-Il produite suite a un clivage
subit par LC3-1, est corrélé a la formation de I’autophagosome et donc a la présence d’un

processus d’autophagie.
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7.1 Nécrose

La nécrose est un processus de mort cellulaire survenant de facon accidentelle,
déclenchée par des stress non spécifiques et non physiologiques et qui ne présente pas les
modifications morphologiques caractéristiques de I'apoptose et de l'autophagie. Elle se
caractérise par un gonflement des cellules, également appelée oncose, un gonflement des
organites et une rupture de la membrane plasmique des cellules et a la libération dans le
milieu environnant de leur contenu cellulaire, ce qui déclenche une forte réaction
inflammatoire. La nécrose se traduit par un dysfonctionnement mitochondrial, une
augmentation de la génération d'espéces réactives de l'oxygene, et de la déplétion
intracellulaire en ATP (Golstein and Kroeme, 2007). Des récepteurs de mort membranaires
(TNFR1, Fas/CD95 et TRAILR) ainsi que des récepteurs Toll-like (TLR3 et TLR4) sont
impliqués dans D’initiation de la nécrose. Il existe également une forme programmée de

nécrose : la nécroptose (Rosenbaum et al., 2010).

7.2 Types de mort cellulaire et maladie d’Alzheimer

Des preuves croissantes suggerent que la mort cellulaire neuronale sélective dans la
MA implique l'activation des caspases, qui participent de facon critique a l'apoptose par
I'ouverture de voies intracellulaires et le clivage protéolytique de plusieurs protéines
responsables des changements morphologiques caractéristiques de l'apoptose (Dickson,
2004 ; Cribbs et al., 2004). L’analyse post mortem de cerveaux des patients décédés de la

MA, montre la présence des formes activées des caspases.

Ces résultats ont été similaires a ce qui a été observé dans les modéles in vitro de
neurotoxicité d’AB (Rohn et al., 2001 ; loo et al., 1993). 1l a été aussi démonré sur ces tissus
post mortem de cerveaux alzheimer, la présence des neuronaux contenant de la chromatine
condensée (Broe et al., 2001).Une déficience dans la fusion avec le lysosome semblerait étre
a l’origine de I’accumulation des vacuoles autophagiques et par conséquent du défaut de
I’élimination de B-amyloide (Nixon, 2007). Une déficience de ’autophagie peut mener a une
formation d’agrégats comme cela a été démontré chez les souris dont seuls les neurones
n’expriment pas Atg5 ou Atg7 et qui développent rapidement des symptomes de maladies
neurodégénératives avec la présence d’inclusions (Komatsu et al., 2006 ; Hara et al., 2006).
Une altération de la dégradation des autophagosomes a été due a la réduction de 1’expression

de Beclinl (protéine nécessaire a I’initiation de la formation de 1’autophagosome pendant
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I’autophagie) et a des taux ¢levés d’APP et d’Ap (Jaeger et al., 2010). 11 a été montré qu’un
traitement par la rapamycine, molécule qui participe a 1’activation de 1’autophagie, diminue
I’agrégation de la protéine Tau (Caccamo et al., 2010). Des autres preuves soutiennent l'idée
que les formes oligomeéres solubles de I'amyloide B-peptide peuvent conduire a des
dysfonctions neuronales et la mort dans les premiers stades de la MA. Cependant, les
mécanismes moléculaires associés a l'apoptose neuronale induite par AR solubles restent a
élucider. 1l a été montré sur des neurones corticaux, que les peptides AP solubles entrainent
une apoptose caspase-3, -9 et calpaines dépendante, impliquant un stress oxydant et une
déstabilisation précoce du réseau de microtubules (MTs) (Fifre et al., 2006 ; Saponne et al.,
2003). Il a été montré que le peptide B-amyloide induisait la mort cellulaire programmée dans

des neurones du cortex cérébral (Martinou, 1995).
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Le systeme nerveux central est particulierement vulnérable aux dommages des
radicaux libres, en raison du taux éleveé de la consommation d'oxygéne dans le cerveau, de la
teneur élevée en lipides, et du taux faible des enzymes antioxydantes par rapport a d'autres
tissues (Coyle and Puttfarcken, 1993). Lors du développement de certaines maladies
neurodégénératives comme la MA, une augmentation du stress oxydant est souvent observée
ce qui pourrait, en partie, s’expliquer par une diminution des défenses antioxydantes liées a
I’age (Hekimi et al., 2011). Cette augmentation du stress oxydatif pourrait conduire a une
rupture de 1’équilibre RedOx et par exemple & une peroxydation lipidique incluant la
formation de dérivés du cholestérol, en particulier de 7KC, pouvant exercer des effets
toxiques sur les cellules du SNC, particulierement les oligodendrocytes, et par conséquent la
dégenéresence des neurones et la mort cellulaire. De méme, L’Al est un métal fortement
neurotoxique, capable a la fois de perturber le processus métabolique dans le cerveau et étre
impliqués dans la neurotoxicité. Il est largement biodisponible chez 1’humain et accumulé a
des concentrations plus élevées dans le cerveau. Une augmentation de concentration de 1’Al
dans les cerveaux des patients Alzheimer et dans les cellules gliales murins en culture, est
capable de stimuler la production des radicaux libres en conduisant a une peroxydation des
lipides dans le cerveau des animaux (Evans et al., 1992 ; Fraga et al., 1990).

Devant I’expansion des maladies neurodégéneératives, et en particulier la MA, aussi
bien en nombre d’individus que de pays touchés, il est judicieux de mettre en place des
stratégies preventives contre cette maladie. Il n’existe aucun traitement véritablement efficace
contre les maladies neurodégénératives. Des approches nutritionnelles peuvent servir de base
pour fonder des stratégies préventives. A I’heure actuelle, le bénéfice des suppléments
alimentaires en huile d’argan a pourtant ét¢ prouvé chez ’Homme dans la prevention de
plusieurs maladies comme les maladies cardiovasculaires et 1’artéosclérose, mais aucune
¢tude n’ a été mise en place pour évaluer les effets protecteurs de I’huile d’argan contre la
neurodégenérescence. Il est donc, possible d’envisager une alimentation contr6lée ou
fonctionnelle avec I’huile d’argan (ou certains de ces composés) afin de prévenir certaines

formes de neurodégénérescences.
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Afin de préciser I’interét de I’huile d’argan pour prévenir la neurodégénéréscence,
I’huile d’argan ou certains de ces composés ont été évalués sur différents modéls in vitro et in

vivo. Pour réaliser cette étude, trois approches ont été mises en oeuvre :

¢ Screening phytochimique d’extraits I’arganier

Afin d’identifier des extraits ou des molécules capables de résoudre notre
problématique, plusieurs tests chimiques ont été élaborés sur les cingq parties d’Argania
spinosa a savoir : I’amande, pulpe, coque, feuilles et rameaux provenant de deux régions
marocaines (Berkane et Agadir). Dans un premier temps, nous avons préparé trois extraits
(extrait brut, extrait non lipidique et extrait hexanique) des différentes parties de la plante,
quantifié leurs métabolites secondaires par des tests colorimétriques et évalué leur potentiel
antioxydant par tests chimiques (DPPH, FRAP...). En ce qui concerne 1’huile d’argan, une
caractérisation de sa composition chimique en terme de tocophérols, stérols, acides gras et
polyphénols a été réalisé en utilisant des méthodes de chromatographie en phase liquide a
haute performance et la chromatographie en phase gazeuse.

«» Etude in-vivo sur des rats

Sur un modele animal de rat wistar, nous avons tenté d’évaluer les effets protecteurs de
I’huile d’argan ainsi que la poudre d’amande d’arganier sur la toxicité induite par le chlorure
d’aluminium. Au cours du traitement, nous avons effectué¢ deux tests de comportements :
labyrinthe a 8 bras et la piscine de Morris, afin de voir si le chlorure d’aluminium affecte les
fonctions cognitives des rats. Apres sacrifice, plusieurs tests biochimiques et histologiques
ont été réalisés sur les deux zones de cerveau (cortex et hippocampe) : dosage des paramétres
plasmatiques, dosage des marqueurs de stress, évaluation de I'accumulation de chlorure
d’aluminium...

R/

«» Etude in-vitro sur les cellules neuronales

L'étude in-vitro a été réalisée sur les oligodendrocytes murins 158N. Sur ces cellules,
nous avons étudié les effets protecteurs de deux types de I’huile d’argan (alimentaire et
cosmeétique) contre une cytotoxicité induite par le 7-KC. Cette étude permet de préciser d’une
part les activités biologiques du 7KC sur des parameétres impliqués dans le développement des
pathologies neurodégénératives : modifications mitochondriales, lysomsomales, stress
oxydatif, mort cellulaire par apoptose et autophagie... et d’autre part, préciser les effets

protecteurs de 1’huile d’argan.
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I. ARGANIER ET HUILES D’ ARGAN

1. Arganier
1.1 Préparation des extraits d’Argania spinosa

La caractérisation des extraits d’Argania spinosa a porté sur les différentes parties de

I’arbre a savoir : amande, coque, pulpe, feuilles et rameaux.

a. Récolte de la plante

Les différentes parties d’Argania spinosa provenant de deux régions, Berkane (Oujda,
Nord-Est du Maroc), Targa (Agadir, Sud-Ouest du Maroc), ont été récoltées entre les mois de
Février et Avril 2014 (Figure 33).
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Figure 33: Carte du Maroc situant les régions de récolte d’arganier

b. Séchage

Les différentes parties d’Argania spinosa, fraichement récoltées, ont été lavées et
laissées sécher a 1’étuve a 50°C avec ventilation, afin de préserver au maximum [’intégrité de
leur composition chimique. Devenues seches, les parties utilisées sont récupéerées dans des

sacs propres.
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c. Préparation de la poudre

Aprés séchage, les différentes parties d’Argania spinosa ont été broyées finement a

I’aide d’un broyeur, puis criblées sur des tamis.

d. Extraction par solvant organique

10 g de poudre sont mis a macérer avec le méthanol pendant une nuit (12 h) sous
agitation douce. Le macérat est filtré sur papier filtre de type wattman N°4. Le filtrat est
évaporé sous vide a sec en utilisant un rotavapeur (BUCHI), a la température de 45-50°C, afin
d’obtenir un extrait brut (EBr). 35 mL de cet extrait a été conservé pour effectuer les dosages
des métabolites secondaires. Le volume restant est mélangé avec 1’hexane (v/v) et apres
décantation, 1’hexane récupéré est évaporé. L’extrait résultant est considéré comme étant la
fraction lipidique (ELi). Le reste de cette fraction est considéré comme étant 1’extrait non

lipidique (ENL).

1.2 Détermination des propriétés chimiques des extraits d’Argania spinosa
a. Détermination de la teneur en eau

La teneur en eau est déterminée selon la méthode no. 934.06. 1990, recommandée par
I'association AOAC (The Association Of Analytical Communities) (AOAC International,
1990). 5 g d’échantillon ont été pesés a I'états frais, puis placés dans une étuve réglée a 50 °C
pendant une nuit. La matiere seche est retirée de 1’étuve apres refroidissement dans un
dessiccateur, I'échantillon seché est pesé. La teneur en eau est calculée selon la formule

suivante:
H% = ((Pf - Ps) / Pf) x 100

Pf : Poids de 1’échantillon « plante fraiche ».
Ps : Poids de I’échantillon « plante séche ».

H % : Taux d’humidité exprimé en pourcentage.
b. Détermination de teneur de la matiére minérale

La teneur en matiére minérale est déterminée selon la méthode no. 923.03.1990,
recommandée par A.O.A.C (AOAC International, 1990). Cette méthode consiste a calciner
I’échantillon & 550 °C dans un four a moufle jusqu’a I’obtention d’une cendre blanchatre de
poids constant. 2 g d’échantillon sont pesés dans des creusets et sont ensuite placés dans un

four a moufle réglé a 550 °C pendant 5 heures, jusqu’a 1’obtention des cendres blanchatres.
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Les creusets sont pesés apres refroidissement dans un dessiccateur. La matiere organique est

calculée selon la formule suivante :
M (%) = ((Mi-Mf) / P) x 100
Ou :
M % : Teneur en matiere organique
Mi : Masse initiale (masse du creuset contenant 1’échantillon en g)

Mf: Masse finale (masse de creuset et des cendre en @)

P : Masse de la prise d’essai

c. Détermination de la teneur en lipides

La teneur en lipides est déterminée selon la méthode AOAC (AOAC International,
1990). 25 g d’échantillon ont été ajoutés dans les cartouches en papier filtre, puis placés sur le
Soxhlet. 250 mL d'hexane on été versés dans un ballon. Le ballon a été chauffé pendant 4
heures. Aprés 1’élimination du solvant par distillation, le ballon est séché a une température de
70-80 °C, puis pese apres refroidissement dans un dessiccateur. La teneur en matiere grasse

est déterminée selon la formule suivante :
L (%) = ((P2-P1)/P3) x 100

P1 : poids du ballon vide (g)
P2 : poids du ballon avec I’huile extraite (g)
P3 : poids de la prise d’essai (g)

d. Détermination de la teneur en protéine

La teneur en protéine est déterminée selon la méthode de Kjeldhal no. 960.52. 2000,
recommandée par A.O.A.C (AOAC International, 1990). Cette méthode est basée sur la
quantification de la teneur en azote, puis la teneur en protéine est calculée en multipliant le
taux d’azote total N (%) par le coefficient 6,25. Cette méthode se passe en deux étapes : La
premiére est la phase de digestion qui consiste en une attaque chimique par I'acide sulfurique
pour éliminer la matiere organique. 1g d’échantillon a été melangé avec 1g de catalyseur
Kjeldhal (sulfate de cuivre et de potassium) et 15 mL d’acide sulfurique, le mélange a été
préparé dans un matras de minéralisation en appliquant un chauffage progressif. Quand la
solution devient limpide, elle est refroidie et complétée jusqu’a 100 mL avec de 1’eau
distillée. La deuxiéme étape est la distillation qui consiste a solubiliser I'azote minérale sous

forme d'ammoniac, cette étape est réalisée dans un rotavapor en ajoutant 20 mL de soude a 35
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% dans le matras et 25 % d’acide borique dans une fiole de 250 mL. L’ammoniac est récupéré
dans une solution d’acide borique. La derniere étape est la titration, elle a été réalisée par
I'ajout de quelques gouttes de I’indicateur de TACHIRO (mélange de bleu de méthyléne et
rouge de méthyle) dans la fiole contenant I'ammoniac et I'acide borique. L’excés d’ammoniac
est alors dosé par I’acide sulfurique 0,05 N par simple titration. La teneur en azote total est

déterminée par la formule suivante :
N (%) =(Cox2xVx14)/P

P (%) = N (%) X 6,25

N : Pourcentage d'azote (%)

P : Pourcentage de protéine (%)
Co:Normalité de I’acide sulfurique (0.05)

V : Volume de I’acide sulfurique versé (mL)

P : Poids de la prise d’essai (g)

e. Détermination de la teneur en sucre

La teneur en sucre est calculée simplement selon la formule suivante :

S(%)=100-(H+P+L +M)
H: Humidité (%) (= teneur en eau)
P: Protéine (%)
L: Lipide (%)
M: Matiere minérale (%) (= teneur en cendre)

1.3 Dosage des métabolites secondaires des extraits d’Argania spinosa
a. Dosage des polyphénols

La teneur en composés phénoliques des différents extraits d’Argania spinosa a été
estimee par la méthode de Folin-Ciocalteu selon (Li et al., 2007) qui est basée sur la réduction
en milieux alcalin de la mixture phosphotungstique (WO42-) phosphomolybdique (MoO42-)
de réactif de Folin par les groupements oxydables des composés phénoliques, conduisant a la
formation de produits de réduction de couleur bleue. Ces derniers présentent un maximum
d’absorption a 765 nm dont I’intensité est proportionnelle a la quantit¢ de polyphénols
présents dans I’échantillon. Brievement, 2,5 mL de réactif de Folin (10 fois dilué) sont ajoutés

a 500 uL d’échantillon ou standard (préparés dans le méthanol) avec des dilutions
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convenables, 2 mL d’une solution de carbonate de sodium Na,COg3 (7,5 %) (Sigma Aldrich).
Apres 15 min d’incubation au bain marie a 45°C, 1’absorbance est mesurée a 765 nm contre
un blanc sans extrait. La quantification des polyphénols totaux a été calculée a partir de
I’équation de régression de la gamme d’étalonnage établie avec 1’acide gallique (0-0,25
ug/mL) dans les mémes conditions que 1’échantillon. Les résultats sont exprimés en mg

d’équivalent d’acide gallique par gramme de matiere seche (mg EAG/g MS).

b. Dosage des flavonoides

La détermination des flavonoides totaux a été effectuee par la méthode colorimétrique
de chlorure d’aluminium décrite par Dehpeur (Dehpeur et al., 2009). Pour cela, 500 pL de
chaque extrait & analyser sont ajoutés a 1500 pL de méthanol a 95 % (Sigma Aldrich), 100 puL
de AICI3 a 10 % (m/v) (Sigma Aldrich), 100 uL d’acétate de sodium (C,H3NaO;) (Sigma
Aldrich), 1 M et 2,8 mL d’eau distillée. Le mélange est agité puis incubé a 1’obscurité et a
température ambiante pendant 30 min. L’absorbance est mesurée a 415 nm. La concentration
des flavonoides est déduite a partir d’'une gamme d’étalonnage établie avec la quercétine (0-
0.3 pug/mL) et elle est exprimée en milligramme d’équivalent de quercétine par gramme
d’extrait (mg EQ/g MS). Afin de quantifier et comparer les flavonoides, une droite
d’étalonnage (y = ax + b) a ¢été réalisée avec la quercétine dans les mémes conditions

opératoires (concentrations) que les échantillons.
1.4 Potentiels antioxydants des extraits d’arganier

a. Test antioxydant par DPPH

Pour étudier I’activité anti-radicalaire de nos différents extraits, nous avons opté pour
la méthode qui utilise le diphényl picryl-hydrayl (DPPH) comme un radical libre relativement

stable, selon le protocole décrit par (Huang et al., 2011) (Figure 34).
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Figure 34: Principe du test DPPH. La forme libre du DPPH (diphényl picryl-

hydrayl) de couleur violette sera réduite par les antioxydants en DPPH (2,2-

diphényl picryl-hydrazine) en couleur jaune.

Dans ce test, les antioxydants réduisent le DPPH ayant une couleur violette en un

composé jaune, le DPPH 2,2-diphényl picryl-hydrazine (C1sH12NsOg) (Sigma Aldrich), dont

I'intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants

présents dans le milieu. La solution de DPPH est solubilisée dans du méthanol absolu (0,2

mM). 2,5 mL de I’extrait a tester ont été ajoutés a 0,5 mL de la solution de DPPH. Apres

agitation du mélange par un vortex, les tubes sont placés a I’obscurité, a température ambiante

pendant 30 min. La lecture est effectuée par mesure de 1’absorbance a 517 nm par

spectrophotomeétre. Le contrle négatif contenant uniquement la solution de DPPH. La

concentration de DPPH est déduite a partir d’'une gamme d’étalonnage établie avec le Trolox

(2,5-160 mg/mL).

L'activité anti-radicalaire (AAR) a été calculée en pourcentage de la décoloration du

DPPH en solution dans le méthanol.

AAR % = [(Abs 517 contrdle-Abs échantillon s;7) / Abs 517 contréle] x 100

Soit;

AAR: Activité Anti-radicalaire

Abs: Absorbance a la longueur d’onde de 517 nm.
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b. Pouvoir antioxydant du fer FRAP

Le pouvoir réducteur du fer dans les extraits est déterminé selon la méthode décrite
par (Oyaizu et al., 1986). Elle est basée sur la réduction du fer ferrique en fer ferreux par les

antioxydants qui donnent la couleur bleue (Figure 35).
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Figure 35: Réduction du fer ferrique de couleur jaune par les antioxydants en
fer ferreux de couleur bleue (Test FRAP)

1 mL de l'extrait ou du standard Trolox est mélangé avec 2,5 mL d'une solution
tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 2,5 mL d'une solution de ferricyanure de potassium
K3Fe(CN)s a 1 %. L'ensemble est incubé au bain-marie a 50°C pendant 20 min ensuite, 2,5
mL d'acide trichloracétique a 10 % sont ajoutés pour stopper la réaction. Les tubes sont
centrifugés a 1000 g pendant 10 min. 2,5 mL du surnageant sont mélangés avec 2,5 mL d'eau
distillée et 0,5 mL d'une solution aqueuse de FeCls (Chlorure ferrique) a 0,1 %. La lecture de
I'absorbance du milieu réactionnel se fait a 700 nm contre un blanc semblablement préparé, en
remplacant I'extrait par de I'eau distillée qui permet de calibrer I'appareil (spectrophotometre
UV-VIS). La concentration de FRAP est déduite a partir d’'une gamme d’étalonnage établie
avec la Trolox (2,5-160 mg/mL). Une augmentation de l'absorbance correspond a une
augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés (Singleton et al., 1965). Le pouvoir
réducteur des extraits est représenté en mg Trolox par g de matiére séche (mg Trolox /g MS).

Il est calculé par la réaction suivant :

Pouvoir réducteur de fer (%) = [(Abszo contréle — Abszq eéchantillon) / Abszgo controle]
x 100
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2. Huile d’Argan
2.1 Préparation de I’huile d’argan

L’huile d’argan alimentaire et cosmétique utilisées pour le traitement des cellules et
des rats proviennent de deux régions : Berkane (Oujda, Nord-Est du Maroc), Targa (Agadir,
Sud-Ouest du Maroc. Elles sont extraites en 2014 a partir des amandes de fruit d’arganier.
L'extraction de 1'huile d'argan alimentaire s'effectue d’une maniére artisanale traditionnelle a
partir des amondons torrifiés, alors que I’huile d’argan cosmétique est extraite a partir des

amondons non torrifés (El manfalouti et al., 2010 ; Charrouf and Guillaum, 2007).

a.Récolte des fruits d’argan :

Lorsque les fruits arrivent a maturité, ils sont récoltés par les femmes et les hommes
berbéres dans les arganeraies ; souvent ¢’est toute la population du village qui y participe. Les
fruits sont ensuite séchés au soleil pour faciliter la prochaine étape de production

traditionnelle.

b. Extraction traditionnelle :

L'extraction de I'huile d'argan est réalisée par les femmes d'une maniére trés artisanale.
Quand les fruits sont mdrs, ils sont soigneusement débarrassés de leur pulpe (dépulpage),
cette derniere est mise au rebut. Les noyaux sont écrasés manuellement par les femmes a
l'aide des pierres tout en les tenant entre le pouce et I’index (concassage). Les amandes ainsi

séchees, sont ensuite torréfiées dans des plats en terre chauffés sur un feu doux (Figure 36).

Figure 36: Etapes d’extraction traditionnelle de I’huile d’argan

A: Dépulpage des fruits, B: Concassage des noix, C: Torréfaction traditionnelle

Les amandes grillées sont refroidies et moulues a 1’aide d’une meule manuelle
(trituration), donnant une péate onctueuse de couleur brune, qui est malaxée avec de l'eau

chaude pendant plusieurs minutes (malaxage). La pate est ensuite pressée avec les mains
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jusqu'a ce qu'elle devienne dure et libére de I'huile sous forme de gouttelettes qui est laissée
reposer jusqu’elle devient limpide et de couleur brunatre (pressage), elle présente un goQt de
noisette. Le résidu d'extraction (tourteau) est trés amer, riche en huile, il est utilisé pour

nourrir le bétail (Figure 37).

Figure 37: Etapes d’extraction traditionnelle de I’huile d’argan
D: Trituration; E: Malaxage; F: Pressage manuel
En ce qui concerne I’huile d’argan cosmétique, 1’extraction suit les mémes étapes
citées auparavant. La récupération des amandes est inchangée. Ce sont les étapes suivantes du
processus, les plus pénibles a faire manuellement, qui ont été mécanisées. Les amandes ne
sont pas grillées et on obtient une huile de couleur jaune-or dite « pressée a froid ». La
fabrication n'est faite que par des procédés mécaniques, sans adjonction de produits chimiques

ou méme d'eau. L'huile est ensuite décantée, filtrée puis mise en bouteille.

2.2 Etude de la composition chimique de I’huile d’argan
a. Analyse des phytostérols

La matiére insaponifiable a été determinée en utilisant la méthode modifiée de
Mounts, Abidi and Rennick, (1996). La fraction insaponifiable a été déterminée en
saponifiant 50 mg de I'huile avec 5 mL de la solution d'hydroxyde de potassium méthanolique
(1 N) (Merck, Darmstadt, Allemagne) et 25 pL de la solution de cholestanol (1 mg/mL)
(Sigma-Aldrich, St Quentin Fallavier, France). Celle-ci a été mise dans un flacon et utilisée
comme étalon interne. Le mélange est laissé a réagir pendant une nuit a température ambiante.
Aprés addition de 10 mL d'eau distillée et 10 mL de dichlorométhane (Fluka, Ridelde Haén,
Suisse), le mélange a été mélangé vigoureusement et centrifugé a 3000 tours/min pendant 3
min. La fraction organique a été transférée dans deuxieme flacon. La matiére insaponifiable
est extraite deux fois avec du dichlorométhane (10 mL). Les extraits de dichlorométhane ont

été lavés avec de I'eau distillée (5 mL) jusqu'a neutralité. Le solvant est ensuite évaporé a sec
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sous un courant de N, a 40 °C. Les analyses ont été effectuées en triplicate. Les dérivés de
stérol (TMS) ont été préparés selon Park and Adiss, (1985). Aprés élimination du
dichlorométhane, le résidu a été mélangé avec 300 pL de bis-triméthylsilyl-trifluoroacétamide
(BSTFA) (avec 1% trimethylchlorosilane) (TMCS) (Pierce, Rockford, IL, USA) et 50 uL de
pyridine (Sigma, L’Isle D’ Abeau, France). Le mélange a été chauffé a 60 °C pendant 30 min.
Les stérols 4-desméthyl, alcools triterpéniques, 4-monométhyle stérols et stanols ont été
quantifiés par chromatographie en phase gazeuse - couplée & un détecteur a ionisation de
flamme (CPG FID). Le systeme de CPG utilisé est un Hewlett-Packard HP-4890D équipé
d'un DB-5MS, fusionné a une colonne capillaire de silice (30 m x 0,25 mm d'épaisseur de film
de 0,25 um de diametre interne). La température de la colonne a été maintenue constante a 50
° C pendant 1 min, portée a 290 ° C &4 20 ° C / min. L'hélium a été utilisé comme gaz porteur a
une pression d'entrée de 120 kPa. Les températures de l'injecteur et du détecteur sont a 290 °
C. Le rapport de division est 1: 20. La quantification des phytostérols et phytostanols a été
obtenue par addition de cholestanol comme étalon interne. La quantité de chaque sterol a été

calculée selon la formule suivante :
La quantité en mg/100g d’huile = (PAsmjs /PAism;) x 100
Avec

m s = masse (mg) de I'étalon interne
m s = masse (mg) de I’huile analysée
PA ¢ = aire de pic de stérol

PA is = aire de pic de I’étalon interne

- ldentification des stérols

L'identification des stérols 4-desméthyl, alcools triterpene, stérols 4 monométhyliques
et stanols a été réalisée par chromatographie en phase gazeuse - spectromeétrie de masse
(CPG--SM). L'analyse CPG-SM utilise un spectrometer Shimadzu GC-2010 couplé a un
quadripble (Shimadzu France, Marne la Vallée), et équipé d'un DB-5ms fusionné a une
colonne capillaire de silice (30 mx 0,25 mm d'épaisseur de film id 0,25 um ; Varian, Les Ulis,
France). Les conditions de I'analyse étaient les mémes que celles utilisées pour l'analyse par
CPG. La température de la colonne a été maintenue a 50 °C pendant 1 min, portée a 290 °C a
20 ° C/ min. L'helium a été utilisé comme gaz porteur & un débit de 1 mL / min. L'injection (1
ML) a été effectuée en mode splitless. L'injecteur et le détecteur sont maintenus a 290 et 200

°C, respectivement. L'impact électronique d'ions positifs (El) et les spectres de masse ont été
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enregistrés a I'énergie d'ionisation de 70 eV. La ligne de transfert fonctionne a 290 ° C. Les
spectres ont été comparés a ceux de la bibliotheque interne de I'INRA (INRA, 2004). lls ont
été confirmés avec NIST Mass Spectral Bibliothéque et avec la littérature (Nasri et al., 2013).

Les analyses ont été effectuées en triplicate.

b. Analyse des tocophérols

Les huiles d’argan ont été stockées a 4 °C jusqu'a l'analyse. Elles ont été analysés entre 6

et 12 mois apres avoir été obtenues.

- Préparation des standards

a-tocophérol (0,5- 40 pg), y-tocophérol (1-25 pg) et d-tocophérol (0,1-2 pg) ont été
injectés dans le systeme HPLC, chaque standard était dissous dans 1 mL de la phase mobile
HPLC: acétonitrile / méthanol contenant 50 mM d'acétate d'ammonium / eau /
dichlorométhane (700: 150: 50: 100 v / v / v / v). L'équation de régression linéaire pour
chaque courbe d'étalonnage a ensuite été obtenue en rapportant les quantités des standards
injectés a la surface du pic. L'équation de régression et le coefficient de corrélation (r?) ont été

calculés en utilisant le logiciel ChromNav (JASCO).

- Extraction et analyse des tocophérols

Les extractions et analyses de tocophérols ont été réalisées sur la plateforme lipidomique
de ’INRA de Dijon (France). 40 mg d'huile ont été suspendus dans 1 mL de solution de la
phase mobile utilisée en chromatographie liquide haute performance (HPLC) : acétonitrile /
méthanol, contenant 50 mM d'acétate d'ammonium / eau / dichlorométhane (700 : 150 : 50 :
100 v /v /v /v). Le mélange est agité au vortex pendant 30 s. 80 uL de I’échantillon ont été
injectées dans le systeme HPLC pour I'analyse des tocophérols. L'appareil de HPLC utilisé est
un Jasco PU-1580 Plus intelligent pump, équipé d'un systéeme d'injection automatique AS300
(Thermo Finnigan, les Ulis, France) et un Jasco MD-1510 Plus multi-longueur d'onde
détectrice (JASCO International Co., Ltd., Japon). Les analyses HPLC ont été effectuées en
utilisant RP HPLC avec une colonne Nucleosil C18 (250 x 4,6 mm, taille des particules 5 pm)
et une colonne VIDAK C18 (250 x 4,6 mm id, 5 pm taille des particules). Les conditions
analytiques étaient basées sur celles rapportées par Lyan et al. (2001) avec quelques
modifications: systeme de solvant isocratique; acétonitrile / méthanol a 50 mM d'acétate
d'ammonium / eau / dichlorométhane (700: 150: 50: 100 v /v / v/ v), débit = 2 mL min-1, et

détection a 298 nm pour les tocophérols. L'identification des tocophérols a été assurée en
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comparant les temps de rétention et le spectre d'absorption des pics inconnus avec ceux des

étalons de référence de chromatographie et avec les standards a, vy, les 8-tocophérol.

c. Analyse du profil des acides gras

Ces analyses ont été réalisées sur la plateforme lipidomique de I'INRA de Dijon
(France). Les lipides ont été extraits a partir de différentes huiles selon le procédé de
Moilanen and Nikkari, (1981). C19:0 a été utilisé comme étalon interne. Les lipides ont été
transmethylés en utilisant du trifluorure de bore dans du méthanol selon Morrison and
Smith, (1964). Les esters méthyliques des acides gras ont ensuite été extraits avec de I'hexane
et analysés par CPG sur une machine Hewlett Packard Modele 5890 (Palo Alto, CA, USA) en
utilisant une colonne CP-88 SIL (100 mx 0,25 mm id, I’épaisseur du film de 0,20 mm,
Varian, Les Ulis, France), équipé d'un détecteur a ionisation de flamme (FID). L'hydrogéne a
été utilisé comme gaz vecteur (pression d'admission, 210 kPa). La température du four a été
maintenue a 60 °C pendant 5 min, augmentée jusqu'a 165 °C a 15°C / min et maintenue
pendant 1 min, puis a 225 °C a 2 °C / min et finalement & 225 °C pendant 17 min. L'injecteur
et le détecteur sont maintenus a 250 °C. Les ester méthylique des acides gras ont été identifiés
par comparaison avec des étalons commerciaux et synthétiques (Sigma Aldrich). Les données
ont été traitées en utilisant le logiciel EZChrom Elite (Agilent Technologies, Massy, France)
et reportés comme mg g de lipides totaux.

d. Analyse du profil des polyphénols

3 g de I'huile ont été dissous dans 6 mL d'éther de pétrole 40-60%, puis ont été purifiés
sur une cartouche SPE de silice (préalablement conditionnée par 6 mL d'éther de pétrole 40-
60%. La cartouche est ensuite lavée avec 12 mL d'éther de pétrole 40-60%, et séchée sous
atmospheére d'azote pendant 10 min. Les composés polyphénoliques ont été élués avec 8 mL
d'un mélange méthanol / eau distillée 80/20 v/v, puis avec 8 mL d'acétonitrile. L'éluat est
évaporé a sec sous pression réduite a 50 °C. Le residu est repris dans 1 mL d'un mélange
méthanol / eau distillée 60/40. L'extrait obtenu est filtré a travers une membrane en nylon de
0,45 pm. L'analyse des polyphénols est effectuée par HPLC, appareil Perkin Elmer 200,
équipé d'un injecteur automatique, une pompe quaternaire, un four a colonne a effet Peltier, et
un détecteur DAD. L'analyse par HPLC a été realisee en utilisant une RP HPLC avec 100

Lichrospher RP-18 colonne (150 x 4,6 mm de diameétre, la taille des particules 5 um, Merck).
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Les conditions d’analyse :
- Le solvant A: Eau distillée, ajustée a pH 2,2 avec de 1’acide trifluoroacétique (ATF).
- Le solvant B: Acétonitrile.

- Gradient de solvant: 0 a 5 min de solvant A a 100% et de 5-50 min avec 100% de

solvant a 40%.
- Débit: 1 mL / min.
- Température de la colonne: 27 °C.
- Injecteur: 20 pi
- Détection 280 nm, 345 nm, les spectres UV-Visible.
- Courbe standar: 25 a 400 mg de quercétine/L.

Les résultats sont exprimés en équivalents de quercétine mg pour 100 g d'huile.
Le temps de rétention et les spectres UV-visible de la molécule détectée sont comparés a notre

bibliotheque de composés polyphénoliques.

e. Test KRL (Kit radicaux libres)

Ce test permet 1’évaluation de la résistance globale du sang soumis a une attaque
radicalaire. Les défenses antioxydantes intra- et extra-cellulaires contribuent au maintien de
I’intégrité membranaire et des fonctions cellulaires jusqu’a la lyse des globules rouges. Ce test
biologique permet donc, une mesure dynamique du potentiel global de défense antiradicalaire
d’un individu. A I’aide de ce test, nous pouvons également déterminer in vitro, dans des
conditions biologiques, la capacité antioxydante des huiles (Pieri et al., 1996 ; Rossi et al.,
2013). L'oxydation des globules rouges par I'oxygene moléculaire a été effectuée dans une
suspension aqueuse en utilisant le composé 2,2’azobis (2-methyl-propionamidine)
dihydrochloride (AAPH ; Sigma-Aldrich) comme initiateur de radicaux libres, sans ou avec

les différentes huiles.

La résistance globale du sang témoin a 1’attaque radicalaire en présence ou non du
produit AAPH est exprimée par le temps au bout duquel 50% des cellules sanguines sont
lysées (T 1/2 en min). Les résultats sont standardisés en équivalents de mmol Trolox / mole
d'huile (analogue hydrosoluble de la Vitamine E) et/ou en équivalent de mmol d'acide

gallique par quantité d’huile ce qui permet une comparaison entre les huiles.
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La lyse des cellules a été enregistrée en utilisant un lecteur de microplaques de 96
puits en mesurant la décroissance de la densité optique & 450 nm. Pour chaque puits, des
mesures d'absorbance ont été effectuées 75 fois, une fois tous les 150 s (Erosi et al., 2013).
La méme analyse a été effectuée sur 1’a-tocophérol (VitE), afin de comparer les activités

antioxydantes de ces deux molécules a celles de différentes huiles.

Il. MODELE CELLULAIRE
1. Lignée cellulaire

Les cellules 158N sont des oligodendrocytes murins (Ghandour et al., 2002 ;
Baarine et al., 2009), immortalisés par ’antigéne T du virus SV40 a partir de culture
primaires mixtes de cerveaux souris males sauvages Tabby (Ta/Y). Ces cellules présentent les

caractéristiques d’oligodendrocytes différenciés (expression des protéines de myéline).

2. Culture des cellules

Les cellules 158N sont entretenues dans du milieu DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium) (Lonza, Bale, Suisse). Ce milieu de base contient des nutriments
indispensables & la survie cellulaire, des ions minéraux, des cofacteurs, des vitamines, des
acides aminés et du glucose. Il est supplémenté avec 5% de Sérum de Veau Foetal (SVF) (Pan
Biotech GmbH, Aidenbach, Allemagne), décomplémenté par chauffage pendant 30 min a
56°C, qui apporte les facteurs de croissance indispensables. Pour éviter d’éventuelles
proliférations bactériennes, 1 % d’un mélange d’antibiotiques (pénicilline (100 U/ml) -
streptomycine (100U/mL) (Pan Biotech GmbH) est ajouté au milieu de culture. Lorsque le
tapis de culture arrive a confluence, les cellules sont décollées grace a 1’action combinée de la

trypsine (0,5 mg/mL) et d’EDTA (0,2 mg/mL) (Pan Biotech GmbH) .

Ces cellules sont rincées avec 2 mL de PBS (Phosphate Buffered Saline) sans calcium
et magnésium pour supprimer toute trace d’inhibiteurs de trypsine. Ensuite, 2 mL de trypsine
sont ajoutés par boite de Pétri (100 x 20 mm style, BD Biosciences), puis placées a 37°C
pendant 3 min. Une fois les cellules décollées, 1’action de trypsine est arrétée par 1’ajout de
milieu de culture complet, puis les cellules sont récupérees par centrifugation (250 g pendant
5 min). Le surnageant est éliminé et le culot cellulaire est repris dans 10 mL de milieu de

culture complet frais puis les cellules sont comptées sur cellule de Malassez.
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3. Traitement des cellules

Les cellules 158N sont ensemencées a une densité de 240 000 cellules par puits en
plaque 6 puits (2 mL de milieu de culture), 120 000 cellules par puit en plaque de 12 puits (1
mL de milieu de culture) et de 600 000 cellules par boites de Pétri (60 x 15 mm style, BD
Biosciences) (5 mL de milieu de culture). La concentration initiale en 7-cétocholestérol et
phytostérols (800 pg/mL = 2 mM) a été préparée comme suit : 1 mg (7-cétocholetérol,
spinastérol, schotténol) + 50 pL d'éthanol absolu + 1,2 mL de milieu de culture (DMEM)
supplémenté avec 5 % SVF et 1 % d’antibiotiques. Le 7-cétocholestérol (7KC) a été utilisé
comme molécule de référence pour induire la mort cellulaire sur les cellules 158N (Nury et
al., 2014). L’acide férulique a été préparé a la méme concentration (2 mM) dans le milieu de

culture complet.

Le traitement des cellules 158N pour différents tests a été réalisé comme suit: Apres
24 h d’ensemencement des cellules dans des plaques de 12 puits, les cellules ont été cultivées
pendant 24 h en présence de différentes concentrations de phytostérols (schotténol,
spinastérol) et d’acide férulique (5; 10; 20; and 40 uM) et en présence de 7KC (5; 10; 20;
and/or 40 pg/mL : 12,5; 25; 50; 100 uM) ) (Badreddine et al., 2015).

Aprés 24 h d’ensemencement des cellules 158N en plaques 6 puits, les cellules ont été
cultivées pendant 24 h en absence ou en présence de 7KC (25 uM: 10 pg/mL) associé ou non
a deux types d’huile d’Argan : alimentaire (Berkane, Agadir) et cosmétique (Berkane) (1 %)
et ou a l’a-tocophérol (400 pM) (Sigma Aldrich). Les huiles d’argan (alimentaire et
cosmétique) et I’a-tocophérol ont été mis en présence des cellules 2 h avant le 7KC.

Le chlorure d’aluminium (AICl3, 6H,0) (Sigma-Aldrich) a été préparé dans 1’eau
distillée et filtrée sur filtre Millipore de diametre 0,4 um afin d’obtenir une solution stérile. Le

chlorure d’aluminium a été pesé afin d’obtenir une concentration de 30 mM.

Le traitement des cellules avec le chlorure d’aluminium a été réalis¢ comme suit :
apres 24 h d’ensemencement des cellules 158N en boites de Petri de 60 x 15 mm, les cellules
ont été cultivées pendant 24 h en absence ou en présence de différentes concentrations de
chlorure d’aluminium (0; 62,5; 125; 250; 500; 1000 uM) diluées dans du milieu DMEM
supplémenté avec 5 % SVF et 1 % d’antibiotiques, associés ou non aux phytostérols
(schotténol et spinastérol : 10 uM), acide férulique (10 pM), vitamine E (400 uM) et huiles
d’argan (1%) (alimentaire et cosmétique)
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4. Analyse de la morphologie cellulaire

4.1 Analyse de la morphologie cellulaire par microscopie en contraste de
phase

La morphologie des cellules 158N a été étudiée en plaques 6 puits apres 24 h de
traitement par 7KC a I’aide d’un microscope a contraste de phase (Axiovert 40CFL, Zeiss)

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

4.2 Analyse de la morphologie nucléaire par microscopie a fluorescence
apres coloration au Hoechst 33342

La coloration avec le Hoechst 33342 est utilisée pour distinguer entre mort cellulaire
par apoptose ou par nécrose (Lizard et al., 1995). Au cours de I’apoptose, les cellules mortes
se caractérisent par des noyaux condensés et /ou fragmentés alors que les cellules nécrotiques
en fonction de leur progression dans le processus de nécrose ont soit des noyaux gonflés
(cellules oncotiques), soit des noyaux recroquevillés, plus petits aux contours diffus. En
revanche, les cellules vivantes ont des noyaux ronds et réguliers. Les cellules 158N
ensemenceées et traitées pendant 24 h avec 7KC ont été collectées par trypsination, fixées avec
du PFA 4% pendant 10 minutes a température ambiante. Apres lavage en PBS , les cellules
sont incubées avec du Heechst 33342 a 2 ug/mL pendant 5 minutes puis lavées et
« cytospinées » (Cytospin, Shandon/Thermo Scientific) a 1500 tours/minute pendant 5
minutes. Le montage lame / lamelle est effectué avec du « mounting fluorescent medium »
(Dako); les lames sont stockées a + 4°C. Les cellules colorées au Hoechst 33342 sont
observées sous Ultra-violet (UV) a I’aide d’un microscope droit a fluorescence (Axioskop,
Zeiss). 300 noyaux sont comptés par lame pour déterminer le pourcentage de cellules

apoptotiques.

5. Effet sur la viabilité cellulaire

Afin d’évaluer I’effet de 7KC sur la viabilité et la prolifération des cellules 158N

plusieurs méthodes complémentaires ont été utilisées.

5.1 Numération cellulaire en présence de bleu trypan

Le bleu de trypan est connu pour étre un colorant vital qui colore les tissus ou les
cellules mortes en bleu. Il permet de faire une estimation de la proportion des cellules viables
dans une population donnée. Le bleu de trypan a tendance a entrer dans toutes les cellules

qu’il rencontre. Une fois dans la cellule, la molécule entraine un mécanisme d’exclusion, qui

114




Matériels et Méthodes

va ¢jecter cette dernicre dans le milieu extérieur. Ce mécanisme nécessitant de 1’énergie,
seules les cellules possédant une source d’ATP peuvent le mettre en place. Ainsi une cellule
vivante expulsera le bleu de trypan et restera réfringente (blanche) au microscope, alors
qu’une cellule morte sera colorée en bleu. Le bleu de trypan colore la cellule seulement si la

membrane cellulaire est endommagée.

Apres culture et traitements des cellules, les cellules adhérentes et non adhérentes ont
été récupérées et centrifugées a 300 g pendant 5 min. Le culot a été resuspendu dans 1 mL de
milieu de culture. La coloration au bleu de trypan a été réalisee en prélevant 50 uL de
suspension cellulaire mis en présence de 50 uL de la solution de Bleu trypan. Le comptage a

¢été réalisé a I’aide d’une cellule de comptage de Malassez.

5.2 Quantification des cellules adhérentes par coloration au crystal violet

Aprés culture et traitements des cellules 158N, les surnageants contenant les cellules
mortes sont éliminés et le tapis cellulaire est rincé une fois au PBS pour éliminer les cellules
non adhérentes. 500 pL de la solution de crystal violet (Crystal Violet 0,5%, méthanol 25 %)
(Sigma Aldrich) est alors ajoutée sur les cellules adhérentes pendant 5 minutes. Plusieurs
lavages sont réalisés avec de ’eau distillée afin d’éliminer I’exceés de crystal violet. Les
cellules sont alors séchées, incubées dans une solution de citrate de sodium 0,1 M dans de
I’éthanol 50 %. Aprés 10 min d’incubation sous agitation a température ambiante,
I’absorbance a ét¢ mesurée a 570 nm avec un spectrophotometre lecteur de plaques (MRX

Revelation, Dynex Technologies).

5.3 Evaluation de la mortalité cellulaire par coloration a DUiodure de
propidium

L’intégrité de la membrane cytoplasmique peut étre évaluée par coloration a 1’iodure

de propidium (IP) et analysee par cytométrie en flux. L'IP est un agent fluorescent intercalant
des acides nucléiques (ADN ; ARN). Il est utilisé pour quantifier la viabilité cellulaire ; il ne
colore que les acides nucléiques des cellules mortes et/ou ayant perdu leur intégrité
membranaire. C’est une sonde hydrophile qui ne rentre que dans les cellules ayant une
membrane plasmique altérée. L'IP s'excite a 305 et 538 nm et il emet une fluorescence
orange/rouge avec un maximum d’émission 617 nm. La solution mere d’IP est préparée dans
de I’eau milliQ a la concentration de 1 mg/mL. Cette solution est stockée a +4°C a I’abri de la
lumiére. Apreés 24 h de traitement, les cellules adhérentes et non adhérentes ont été collectées

par trypsination et resuspendues dans une solution d’IP a 1 pg/mL dans le PBS. Aprés une

115




Matériels et Méthodes

incubation de 15 min a 37°C, les cellules sont analysées par cytométrie en flux sur un
cytometre équipé d’un laser bleu émettant a 488 nm a la puissance de 15 mW en prenant en
compte 10 000 cellules. La fluorescence de I’IP a été sélectionnée par un filtre passe-bande
590 £ 20 nm. Les données ont été analysées avec le logiciel Flowjo (Tree Star Inc.). Le

pourcentage de cellules mortes correspond au pourcentage de cellules IP positives.

6. Effet sur Pactivité mitochondriale des cellules 158N

6.1 Mesure du potentiel transmembranaire mitochondrial par coloration au
3,3" dihexyloxacarbocyanine iodide (DiOCg(3))

Une différence de potentiel existe de part et d’autre de la membrane interne
mitochondriale. Cette différence est créée par les pompes a protons qui créent un gradient
électrochimique (AWm) entre I’espace inter-membranaire et la matrice provoquant une
polarisation entre les deux faces de la membrane interne. La mesure de A¥m est largement
utilisée pour caractériser I’activité métabolique mitochondriale et la mort cellulaire a un stade
précoce. Le potentiel transmenbranaire mitochondrial (A¥m) a été mesuré par coloration au
DiOCg(3) et analyseé par cytométrie en flux. Le DiOCg(3) (AEx Max= 488 nm; AEm Max=
501 nm) est un fluorochrome cationique, lipophile; son accumulation dans la mitochondrie

dépend du A¥m et I’intensité de sa fluorescence est inversement proportionnelle au A¥Ym.

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

quantifiée sur une échelle logarithmique de fluorescence en utilisant le logiciel FlowJo.

6.2 Mesure de activité mitochondriale et/ou de la prolifération cellulaire
par le test MTT

Le test MTT donne une indication sur 1’activité mitochondriale et la densité cellulaire.
Le principe du test MTT consiste a mesurer 1’activité de la succinate déshydrogénase

mitochondriale.
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Figure 38: Réaction de réduction du MTT en bleu de formazan, catalysée par la

succinate-déshydrogénase en présence du coenzyme (NAD) (Test MTT)

La succinate dehydrogénase par coupure du cycle tétrazolium transforme le MTT (3
[4,5-diméthylthiazol-2-yl] -2,5-diphényltétrazolium bromure), de couleur jaune, en cristaux
de bleu de formazan de couleur pourpre et insoluble (Figure 38). La membrane des cellules
est imperméable aux cristaux de formazan conduisant ainsi a leur accumulation

intracellulaire. L addition d’un détergent solubilise les cristaux de formazan.

Apres 24 h du traitement, le milieu a été éliminé et les cellules ont été incubées en
présence d’une solution de MTT (0.05 mg/mL) diluée dans du milieu DMEM complet a
raison de 2 mL/puits pendant 3 h a 37°C. La solution de MTT a ensuite été éliminée et les
puits ont été rincées deux fois avec du PBS. Les cristaux de formazan insolubles formés ont
¢été dissous dans la solution de DMSO puis I’absorbance a été mesurée a 570 nm a 1’aide d’un
spectrophotomeétre lecteur de plaque (MRX Revelation, Dynex Technologies). L’activité

succinate déshydrogénase est déterminée par rapport a celle des cellules contr6les.

7. Effet sur stress oxydatif

7.1 Evaluation de la production d’anions superoxydes intracellulaires et
mitochondriaux

L’anion superoxyde (O,*) intracellulaire peut étre détecté par coloration a la
dihydroethidine (DHE). La DHE est un composé non fluorescent pouvant diffuser a travers la
membrane cytoplasmique et qui, sous I’action de O**", s’oxyde rapidement en éthidium
fluorescent (AExcitation Max= 488 nm; AEmission Max = 575nm) (Figure 39). L’éthidium va
ensuite se fixer de fagon covalente au niveau des bases de I’ADN (Rothe et al., 1990). Ceci
permet sa rétention dans la cellule et donc sa détection par cytométrie en flux. Les cellules ont

été trypsinées et mises en suspension dans 1 mL de PBS. La solution méere de DHE a été
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préparée dans du DMSO a une concentration de 1,6 mM. Cette solution est par la suite
utilisée sur les cellules a la concentration finale de 2 uM. Aprés 15 min d’incubation & 37°C,
I’analyse est réalisée par cytométrie en flux sur un cytométre en flux Galaxy (Partec). La
fluorescence de 1’éthidium produit est collectée par un filtre « passe bande » 590 + 20 nm est
mesurée sur une échelle logaritmique de fluorescence en prenant en compte 10 000 cellules.

Les données ont été analysées avec le logiciel FlowJo.
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Figure 39: Oxydation de DHE en HE sous ’action de I’anion superoxyde (0,°")

8. Coloration des lysosomes par I’acridine orange

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

fluorescence orange/rouge et une augmentation de la fluorescence verte/jaune.

Apres 24 h de traitement, les cellules adhérentes et non adhérentes ont été récupérees
dans 1 mL de PBS. Afin d’évaluer les cellules a membrane lysosomale perméable, la
suspension cellulaire a été incubée en présence de 1 pg/mL d’AO pendant 15 min a 37°C.
L’analyse a été réalisée extemporanément par cytométrie en flux; les fluorescences verte et
rouge ont été sélectionnées respectivement par des filtres « passe-bande » 520 £ 20 nm et
« passe-long » 630 nm. Pour chaque échantillon, la fluorescence est quantifiée sur 10 000
cellules sur une échelle logarithmique en utilisant en cytometre en flux Galaxy (Partec).
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9. Evaluation de ’accumulation du chlorure d’aluminium par la coloration au
Morin Hydrate

9.1 Détermination de la concentration de I’aluminium dans les cellules

Le fluorochrome Morin hydrate (2',3,4',5,7-Pentahydroxyflavone) est une molécule
chargée négativement (c’est un flavone) qui se lie a I’aluminium chargé positivement formant
un complexe fluorescent Morin —Aluminium, qui peut étre quantifié par fluorimétrie (Infinite
M200 Pro, Tecan) (Browne et al., 1990) (Figure 40).

OH

AICl

I
TAP+

Morin Morin-Al

Figure 40 : Complexation de chlorure d’aluminium (AICls) avec le Morin formant

le « Al-Morin »

La détermination de la concentration d’AlCl3 dans le lysat cellulaire a été effectuée
selon le protocole de Levesque et al. (Levesque et al., 2001). Toutes les procédures évoquées
ci-dessous ont fait ’objet de mises au point au laboratoire. Aprés culture et traitement des
cellules avec les différentes concentrations d’aluminium, les cellules adhérentes et non

adhérentes ont été récupérées par centrifugation a 1000 g pendant 5 min.

La totalité du surnageant est eliminée de facon a obtenir un culot sec. Le culot
cellulaire a été lavé 2 a 3 fois avec 2 mL de Tampon Tris Salin (TBS 50 mM, pH 7,4), pour
supprimer toute trace du milieu de culture. Le culot est suspendu dans 1 mL de TBS (50 mM)
contenant 1 % de Triton pendant 1 h a température ambiante afin de permettre 1’éclatement
total des cellules. Les lysats sont ensuite centrifugés a 1 000 g pendant 5 min pour éliminer les
débris cellulaires non lysés et les surnageants sont récupérés. La solution meére du Morin
hydrate est préparée dans du DMSO a une concentration de 6 mM. Cette solution est par la

suite diluée dans du DMSO a une concentration de 30 uM puis utilisée sur les cellules.
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Aprés 15 min d’incubation dans 1’obscurité, 300 pL de chaque échantillon ont été
prélevés et déposés en plaques 96 puits. La fluorescence a été mesurée en utilisant un
fluorimetre (Infinite M200 Pro, Tecan). La longueur d'onde d’excitation était de 420 + 5 nm
et I’émission a été mesurée a 515 + 20 nm. Pour doser les échantillons, une gamme étalon a
¢té réalisée a partir d’une solution de chlorure d’aluminium a 30 mM, (0; 62,5; 125; 250; 500;
1000 pM). Cette gamme a permis de déterminer la concentration d’AlCl; accumulée dans les

cellules.

10. Quantification des protéines par western blot
10.1 Extraits des extraits protéines

Les cellules ensemencées dans des boites de Petri (100 x 20mm) et traitées avec
différentes concentrations du 7KC, ont été collectées par trypsination. Afin de préparer les
extraits cellulaires, le contenu de chaque boite a été transvasé dans un tube Falcon de 15 mL.
Les tubes ont été centrifugés a 400 g pendant 5 min. Le culot a ensuite été lavé en PBS.

L’intégralité du surnageant est éliminée de facon a obtenir un culot sec (ce dernier
peut alors étre congelé a -20°C avant la lyse). Le culot a été suspendu dans 100 pL de tampon
de lyse RIPA (Tris HCI 50 mM, NaCl 150 mM, Nonidet NP40 1%, sodium déoxycholate
0,5%, SDS 0,1%, EDTA 2 mM et NaF 50 mM pH 8) en présence d’un cocktail d’inhibiteurs
de protéases (Roche Diagnostics Corporation) pendant 30 min dans la glace. Les lysats sont
ensuite centrifugés 15 minutes a 12 000g a 4°C pour éliminer les débris cellulaires non lysés
et les surnageants contenants les protéines sont récupérés dans de nouveaux tubes qui peuvent
étre stockés a -20°C avant le dosage des protéines jusqu’au moment de son utilisation. Toutes

ces étapes sont effectuées dans la glace.

10.2 Dosage des protéines

Le dosage des protéines a été réalisé en utilisant le kit BCA (Sigma Aldrich), afin de
déposer des quantités de protéines équivalentes pour chaque condition. Ce kit dose les
protéines en utilisant ’acide bicinchoninique. Ce dernier est un composé coloré qui réagit
avec les ions Cu(l) qui proviennent de la réduction des ions Cu(ll). Le dosage est réalisé en
plaque 96 puits avec 1 pL d’échantillon auxquels sont ajoutés 24 pL d’eau distillée. 200 pL
d’un mélange BCA/Cu(Il) (50/1) est ajouté dans chaque puit. Une gamme d’étalonnage est

préparée a partir d’une solution de BSA allant de 0 a un 1mg/kg de protéines par puits (le
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blanc est remplacé par I’eau). La plaque est incubée 30 min a 37°C puis 1’absorbance du BCA

est lue & 595 nm sur un spectrophotometre (MRX Revelation, Dynex).

10.3 Electrophorese des proteines en conditions dénaturantes

Cette technique du gel d'électrophorese en conditions dénaturantes (“"sodium dodecyl
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis” ou SDS-PAGE) a été décrite par Ulrich Laemmli
en 1970. Elle permet la séparation des protéines chargés négativement par le SDS et soumises
a un champ électrique. Comme il y a une charge négative par molécule de SDS, sa liaison

masque toutes les charges de la protéine, et lui confere une charge globale négative élevée.

La dénaturation compléte des protéines se fait par la chaleur et en présence de B-
mercaptoéthanol et de dodécyl sulfate de sodium (SDS). Les protéines sont séparées sur gel
de polyacrylamide en fonction de leur poids moléculaire avec le systeme « Protein

Electrophoresis Classroom Lab Set 2 » (Biorad).

Le gel d’¢électrophorese est constitué¢ d’un gel de concentration de 4% et d’un gel de
séparation de 14% en acrylamide/bisacrylamide. Le pourcentage en acrylamide est choisi en
fonction de la taille de la protéine a détecter. Plus, la protéine a un poids moléculaire élevé et

plus le pourcentage du gel sera faible.

Le gel de séparation a été coulé entre deux plaques de verres d’épaisseur de 1,5 mm.
Un petit volume d’isopropanol a été ajouté sur le gel pour €éliminer les bules d’air et avoir une
surface réguliere. Celui-ci sera éliminé et rincé avec de I’eau distillée une fois le gel est
polymérisé. Le gel de concentration est coulé par-dessus du gel de séparation (Tableau 8), et
le peigne a été immédiatement positionné pour tracer les puits ou seront déposés les
échantillons.
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Tableau 8: Composition des différents types de gel d’acrylamide

Pour 2 gels de Pour 2 gels

séparation de concentration

Solutions méres
8% 4%

(Vf=15mL) (Vf=15mL)
Eau ultrapure 8,15 mL 7,7 mL
Tris Base 1,5M- SDS 0,4%
pH 8.8 3,75 mL -
Tris Base 0,5M- SDS 0,4%
pH 6,8 ) 3
Acrylamide/Bisacrylamide 40% 3mL 1,2mL
Persulfate d’amonium 10% 75 pL 100 pL
TEMED 18 pL 20 pL

10.4 Migration des protéines

Apres avoir retirés les peignes. Les gels sont placés dans une cuve de migration ou on
leur ajoute le tampon de migration (Tris base 25 mM, SDS 0,1 %, glycine 190 mM, pH entre
8,3 et 8,8). Les extraits protéiques (70 pg) sont ajoutés dans 5 pul de tampon de charge (Tris-
HCI 0,5 M pH 6,8; SDS 10%; glycérol 25%; bleu de Bromophénol 1%; B-mercaptoéthanol
14,4 mM), et déposés dans les puits avec le marqueur de poids moléculaire qui est également
déposé dans un puits (Precision Plus Protein™ Standards, Biorad). La migration dans le gel
de concentration a été faite a 50 V puis a 120 V pour le gel de séparation grace au systeme
Mini Trans-Blot Cell (Biorad). La migration est arrétée avant que le front de migration ne

sorte du gel.

10.5 Transfert des proéines sur membrane

Une fois la migration est achevée, les protéines sont transférées sur une membrane de
nitrocellulose imbibé de tampon de transfert (Nitrocell mbrne-0,45 uM, Fisher scientific).
L’ensemble est composé d’un sandwich comprenant: un scotch britt, deux feuilles de papier
Whatman (Dominique Dutsher), le gel d’acrylamide, la membrane de nitrocellulose, deux

feuilles de papier Whatman et un scotch britt. Le montage est ensuite placé dans la cuve de
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transfert remplie de tampon de transfert (Tris base 50 mM, acide borique 50 mM). Le transfert

a éte réalisé a 50V pendant 45 min sous agitation, avec refroidissement.

Lorsque le transfert est terminé, la membrane est plongée dans une solution de
saturation constituée du PBST (PBS, 0,1% Tween20), additionnée de 5% de lactoprotéines
(Reégilait) pendant 1 h a température ambiante sur un agitateur. La membrane est ensuite lavée
3 fois pendant 5 min avec la solution de TBST 0,1%. L’incubation avec les anticorps
primaires est faite pendant une nuit a 4°C. Le lendemain, les menbranes sont lavées 3 fois
avec du PBST, ells sont ensuite incubées pendant une heure sous agitation avec 1’anticorps
secondaire couplé a la Horse Raddish Peroxidase (HRP) dilué dans du PBST-1% lait. Un
marquage de I’actine a été réalisé (Tableau 9). Les membranes sont lavées encore une fois 3
fois pendant 5 min. La membrane est révélée en utilisant le kit Supersignal West Femto
Maximum Sensitivity (Fisher Scientific), le signal est enregistré avec 1’appareil ChemiDoc
XRS+ (BioRad) et pour certaines protéines, I’analyse de densitométrie des bandes obtenues
est effectuée par le logiciel Image Lab (BioRad).

Tableau 9: Conditions d’utilisation des anticorps primaires pour le western blotting

Anticorps Fournisseur dilution Solution Especes

Anticorps primaires

Caspase-3 Cell signaling 1/1000 PBST 5% lait Lapin
LC3 Sigma Aldrich 1/1000 PBST 1% lait Lapin
p-actine Sigma Aldrich 1/10 000 PBST 1% lait Souris

Anticorps secondaires

chévre-anti . .
) Santa Cruz 1/5000 PBST 1% lait Chévre
lapin-HRP
chevre-anti )
Santa Cruz 1/5000 PBST 1% lait Cheévre
souris-HRP
11. RT-gPCR

11.1 Extraction d’ARN

L’extraction des ARN totaux a été réalisée avec le Kit « RNeasy Mini Kit (250) »
(Qiagen). Aprés 24 h de traitement, les cellules ont été trypsinées, lavées avec du PBS puis
600 pL de tampon de lyse RLT (RNA lysis Tissus) et 1 % de p—mercaptoethanol ont eté
ajoutés. Ce tampon contient des sels de guanidium qui sont hautement dénaturants et qui, avec

I’aide du B- mercaptoéthanol, permettent la lyse des cellules ainsi que l’inactivation des
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RNases. Les lysats cellulaires ont été transférés dans des tubes Eppendorfs ou un volume de

600 uL d’éthanol a 70 % a été ajouté.

Les lysats ont été transférés par la suite sur colonne « RNeasy Mini Spin » (Qiagen) ou
les ARN sont retenus par la membrane de silice. Deux lavages des colonnes ont été effectues
avec le tampon RW1 (RNA Wash Buffer 1). La DNase | (« RNase-free DNase Set » Qiagen)
a ensuite été déposée dans chaque colonne pendant 15 min a température ambiante afin de
digérer ’ADN génomique. Deux nouveaux lavages ont été réalisés avec le tampon RPE
(RNA Buffer Ethanol), avec des centrifugations de 30 secondes a 8000 g pour laver la
colonne. La colonne est ensuite séchée par une centrifugation de 1 min a 12 000g puis cette
derniére est placée dans un nouveau tube Eppendorf. Un volume de 30 puL d’eau ultrapure
(DNAse et RNAse free (Qiagen)) est ajouté dans la colonne puis une centrifugation d’une
minute a 8 000 g permet de récupérer les ARN totaux. Les ARN peuvent alors étre congelés a
-20°C.

11.2 Dosage des ARN

Le dosage des ARN totaux a été réalisé en utilisant un spectrophotomeétre par lecture
de la densité optique (DO) a 260 nm avant de procéder & la RT-qPCR. 2 uL d’échantillons
sont placés sur le dispositif TrayCell (Hellma) et la densité optique est lue a 260 et 280 nm
par le spectrophotométre (UV-1800, Shimadzu). Les concentrations ont été calculées sachant
qu’une unité¢ de DO a 260 nm correspond a 40 pg/mL d’ARN. Le rapport DO26/DO2go doit
étre compris entre 1,80 et 2,2 unités d’absorbance car en dessous de 1,80, une contamination
protéique est a redouter, alors qu’au-dessus de 2, ¢’est ’ADN génomique qui risque d’étre le
contaminant. La valeur de la DO a 260 nm permet de calculer la concentration en ARN de

I’échantillon avec le logiciel UVProbe (Shimadzu).

11.3 RT-PCR: Reverse Transcriptase- Polymerase Chain Reaction

La RT-PCR a ét¢ effectuée a 1’aide du Kit « 1 Script CDNA Synthesis » (Biorad), dans
un thermocycleur « PTC- 100, Programmable Thermal Controller ». Des ADN
complémentaires ont été synthétisés a partir des ARN totaux de nos échantillons par 1’action
d’une polymérase (appelée Reverse Transcriptase) qui utilise de ’ARN comme matrice. Les
échantillons d’origine qui ont été dosés sont tous ajustés a la méme concentration de 1 pg/mL
dans un volume de 30 pL d’eau stérile. Pour chaque condition, on a: 1 ug d’ARN, 4 pL de 5X
iScript react mix, 1 pL de iScript Reverse Transcriptase et 14 pL. d’eau. Le volume final est
de 20 pL. Les échantillons sont alors chauffés 5 min & 25°C puis 1 h a 42°C (température de
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réaction de la RT) et 5 min a 95°C (destruction de I’enzyme). Les ARN sont alors rétro-

transcrits en ADNc et peuvent étre stockés a -20°C.

11.4 gPCR: Quantitative Polymerase Chain Reaction

La PCR quantitative (qQPCR) ou PCR en temps réel a été effectuée a 1’aide du kit «
Mesa green gPCR MasterMix Plus » (Eurogentec), dans un thermocycleur Step One Plus (AB
Applied Biosystems). La gPCR est une réaction de PCR classique visant a amplifier
spécifiqguement un ADN particulier, dans le but de quantifier par fluorescence la formation du
produit de PCR. Le fluorophore utilisé a été le MESA green, un agent intercalant des acides
nucléiques doubles brins qui se fixe au niveau du petit sillon, et qui est capable d’émettre de
la fluorescence dans le vert lorsqu’il est excité en UV. La fluorescence émise est
proportionnelle a la quantité de MESA green fixé, donc a la quantitt d’ADN dans
I’échantillon. Le but de la PCR quantitative est de quantifier le niveau d’expression d’un gene

donné en amplifiant les ADNc issus des ARNm par une réaction de PCR.

Pour cela, les échantillons obtenus par la RT sont tous dilués préalablement en
ajoutant 80 pL d’eau aux 20 uL d’ADNc d’origine. Un volume de 25 pL de chaque
échantillon est alors ajouté dans un méme tube afin de réaliser plus tard la gamme standard.
Un nouveau volume de 225 pL d’eau est ensuite ajouté aux 75 restants pour obtenir un
volume final d’échantillon de 300 pL. La technique de qPCR est faite en plaque 96 puits dans
laquelle 20 pL de mix de qPCR et 5 uL. d’ADNc dilué sont introduits. Le mix de qPCR est
préparé a partir du Mesa green, les dNTPs, et d’autres éléments nécessaires a la réaction
comme le MgCl,, auxquels sont ajoutées des amorces sens et anti-sens spécifiques du géne
d’intérét (300 nM final chacune), et de I’eau stérile, soit 0,075 pL d’amorce sens (100 uM),
0,075 pL d’amorce anti-sens (100 uM), 7,35 pLL d’eau et 5 uL d’échantillon.

Le géne de la protéine ribosomale 36b-4 a été choisi comme gene de référence lors de
la gPCR. En effet, I’expression de ce géne n’est pas modifiée par les différents traitements
appliques aux cellules. Les amorces de gPCR sont choisies a partir des indications obtenues
sur le site Primer Bank, pour les genes 36b-4, PPAR-a, Acox-1, Abcd-3, Abcd-1 et Mfp-2.

Les séquences sont résumées dans le Tableau 10.
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Tableau 10: Séquences des différentes amorces utilisées pour les g°PCR

Génes Amorces sens Amorces anti-sens
3gb-4  F-CGACCTGGAAGTCCAACTAC-F S-ATCTGCTGCATCTGCTTG-3
PP4Ra STATTCGGCTGAAGCTGGTGTACS $-CTGGCATTTGTTCCGGTTCT -3'
Acox-1  ¥-GCCCAACTGTGACTTCCATT-3 5-GGCATGTAACCCGTAGCACT ¥
Abed-3  F-GTTCAAAGAGAAGGATGGGATG 3 3 TGCTCACGGCACTGGTACATTCY
Abed-1 ¥ -GCCAAGTTGTGGATGTGGAG-3 5-TTCCGCAGAGTCGGGATAGA-¥

Mip-2  F-AGGGGACTTCAAGGGAATTGG-3 - GCCTGCTTCAACTGAATCGTAA S

La plaque 96 puits est centrifugée (1 min a 1000 g) puis insérée dans le thermocycleur

(Step One Plus Real-Time, PCR systéeme)

Le programme utilisé comprend trois étapes: une premiére phase 30 s a 25°C, une
seconde phase d’activation de I’enzyme 2 min a 95°C, et une troisiéme phase elle-méme
découpée en 3 étapes : dénaturation des acides nucléiques 30 s a 94°C, hybridation avec les
amorces 30 s a 60°C et élongation 30 s a 72°C. Cette derniére phase est répétée sur 40 cycles.
La fluorescence est mesurée a chaque fin de phase d’¢longation, nous obtenons donc une
courbe de fluorescence comprenant trois phases : la phase d’initiation durant laquelle la
quantité de produit de PCR est trop faible pour étre mesurée ce qui correspond au bruit de
fond, la phase exponentielle durant laquelle, en théorie, le nombre de produit de PCR, est
doublé a chaque cycle, et la phase plateau ou la fluorescence obtenue a atteint son maximum.
A la fin des 40 cycles de PCR, une étape, supplémentaire est effectuée afin de vérifier la
spécificité du produit amplifié et la présence d’éventuels contaminants. Elle permet d’établir

une courbe de fusion.

11.5 Analyse des résultats de gqPCR

Les courbes de fluorescence obtenues ont été analysées avec le logiciel « Step One
Software » ce qui nous permet de déterminer les cycles seuil (Thershold Cycle, Ct), cycle
auquel la fluorescence commence a étre suffisante pour étre quantifiée. Le Ct correspond au
nombre de cycles de gPCR nécessaires pour atteindre une certaine valeur de fluorescence,
appelée seuil, fixée pour tous les échantillons. Le géne 36b4 a été utilisé comme géne de
normalisation, il a été sélectionné comme étant le plus stable pour les traitements. Pour
chaque échantillon, nous obtenons un Ct. Le ACt qui correspond a la différence entre le Ct du

traité et le Ct du témoin a été calculé : plus la différence est importante, plus le traitement a un
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impact sur la transcription. Les résultats d’expression relative de notre géne par rapport au

géne de normalisation sont ensuite représentés sous forme de graphisme gréace au logiciel.

111.MODELE ANIMAL

1. Conditions d’élevage
1.1 Conditions expérimentales

Les rats méales Wistar &4gés de 2 ans et demi provenant du centre d’élevage et
expérimental TiT Mellil (Institut Pasteur, Casablanca, Maroc) pesant entre 301 + 43 g a leur
arrivée, ont été hébergés par groupe de 10 par cage, de maniére a favoriser les interactions
sociales et 1’établissement d’une hiérarchie naturelle. Aprés quelques jours, ils sont regroupés
a raison de 4 rats par cage afin de ne pas désavantager les rats domines dans leur acces a la
nourriture et a 1’eau. Avant le traitement, les rats ont été acclimatés aux conditions
expérimentales du laboratoire (humidité, température, lumiére) pendant 10 jours. La
nourriture des rats (granulés) est composée de mais, d’orge, sorgho, issus de blé, tourteaux
d’oléagineux et de compléments vitamines (A, D3, E) (Industrie d’alimentation animale
moderne I.N.A.A.A.M, Casablanca, Maroc). L’eau de boisson est servie a volonté dans des

biberons.

1.2 Préparation des aliments

100 g de granulés destinés a I’alimentation des rats sont mélangés avec 6 % d’huile
d’Argan ou d’huile d’Olive ou d’huile de Colza (6 g de I’huile qui correspond a 6,53 mL/100g
de nourriture) (El Kebbaj et al., 2015) et avec 1’équivalent de 6 % de la poudre d’amande
d’arganier (soit 14,3 %) (Charrouf, 2002). L’alimentation de traitement est conservée dans

des sacs de plastique fermes.

1.3 Traitement des rats

Les rats ont recu pendant 42 jours, une nourriture enrichie de 6 % en huile d’argan,
huile d’olive, huile de colza et poudre d’amande d’arganier (Tableau 11). Le traitement des
rats avec du chlorure d’aluminium a aussi été fait pendant 42 jours par incubation gastrique a
I’aide d’une sonde de gavage a une concentration de 100 mg/kg poids corporel préparée dans
I’eau physiologique (0.9% de NaCl) (Kumar et al., 2011). Les rats du lot contrble ont été
gavés dans les mémes conditions avec de I’cau physiologique. Toutes les expériences ont été

réalisées entre 7:00 et 9:00 h. En raison de I’extréme susceptibilité des systémes de riposte au
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stress a toutes sortes d’agressions, nous avons attaché la plus grande importance aux

conditions de manipulations journali¢res et a I’environnement ou les bruits sont atténués. Le

traitement des rats a été conforme aux recommandations du comité¢ d’éthique de 1’université

Hassan 1°" Settat.

Tableau 11: Conditions de traitement des rats en présence et ou en absence de chlorure
d’aluminium avec une alimentation enrichie en huiles (huile d’argan, huile d’olive, huile

de colza et poudre de graine d’arganier)

Groupe Traitement

Groupe 1l  Contrdle, recoit I’eau physiologique par gavage

Groupe 2 Regoit le chlorure d’aluminium (100 mg/kg) par gavage

Groupe 3 Regoit 6% d'huile d’argan dans I’alimentation

Groupe 4  Regoit le chlorure d’aluminium (100 mg/kg) par gavage + 6% d’huile d’argan dans 1’alimentation
Groupe 5  Recoit 6% d'huile d’olive dans I’alimentation

Groupe 6 Regoit le chlorure d’aluminium (100 mg/kg) par gavage + 6% d’huile d’olive dans 1’alimentation
Groupe 7 Recoit 6% d’huile de colza dans 1’alimentation

Groupe 8  Regoit le chlorure d’aluminium (100 mg/kg) par gavage + 6% d’huile de colza dans I’alimentation
Groupe 9  Regoit I’équivalent de 6% de la poudre d’amande d’arganier dans 1’alimentation (14,3%)

Groupe 10 Recoit le chlorure d’aluminium (100 mg/kg) par gavage + 1’équivalent de 6% de la poudre d’amande

dans I’alimentation (14,3%)

Le mode de traitement des rats conformément au Tableau 11 est schématisé ci-
dessous (Figure 41 et 42):
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Traitement 42 jours avec le chlorure d’aluminium

Alimentation
I Enrichie des huiles (argan, olive, colza, poudre d’amande d’arganier)
e —— — — — — — e — —
Contrilez
— —— e e e e e m— — — — — — e e e — — — — -
Sacrifice et prélévement dez

organes (zang, foie, reinz,

I Gavage des rats avec du sérum physiologique (0,9%)
cervelet, cortex, hippocampe)

10jours  Traitement

d*acclimatatio
b —
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I % T dis Jig T Jus Ty T Ty a1y T, T Ju 1
Traitement #
Réception des
rats (1425 anz) I Gavage des rats avec chlorure d’aluminium
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Traités
—— e — — — — — — — — — ——— — — — — — — -
I Enrichie des huiles (argan, olive, colza, poudre d*amande d’arganier)
Alimentation

Figure 41: Protocole experimental de traitement des rats avec le chlorure d’aluminium
rigure 41 P

Traitement 42 jours le chlorure d’aluminium
Sacrifice ef prélévement des
_ . organes (sang, foie, reins,
Début de traitement cervelet, cortex, hippocampe)
Tests comportementaux
10 jours I
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—l e I | |
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h T D Js by dy In In I 1,
Réception des T l
115 :
rais (2 2,5 ans) Apprentissage Apprentisage
Régime alimentaire enrichie des Mémoire i Mémoire 3 Lo
huiles (argan, olive, colza, poudre COUTS terme long terme i:[:m;nr:l:
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Figure 42: Schéma des tests comportementaux réalisés au cours du traitement avec le
chlorure d’aluminium
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2. Controle du poids des rats

Avant chaque traitement, les rats ont été peses. Le poids de chaque rat est consigné et
son évolution en fonction du traitement est observée pendant 42 jrs. A 42 jrs, les rats sont

sacrifiés.

3. Etude de comportement des rats

Les rongeurs font preuve de grandes capacités mnésiques car ils doivent apprendre et
se souvenir de I’environnement spatial afin de survivre dans la nature. Beaucoup de tests
mnésiques consistent en 1’apprentissage d’un environnement spatial, comme par exemple le

test du labyrinthe aquatique et du labyrinthe radial.

3.1 Procédure de labyrinthe aquatique de Morris (water maze)

Ce test a été congu par Morris, (1984) pour évaluer les capacités des rats a mémoriser
et a gérer de I’information spatiale pour échapper a une situation peu agréable et aversive
(’eau d’un bassin) en se réfugiant le plus rapidement possible sur une plate-forme non visible
immergée a 1cm sous la surface. Ce test repose sur la tendance naturelle présentée par un

animal qui, placé dans un environnement stressant et confiné, tente de s'en échapper.

A partir de ce principe, de nombreux protocoles ont été développés pour distinguer
différentes composantes de la mémoire (mémoire de référence, mémoire de travail) et déceler
les différentes stratégies que peuvent utiliser les animaux pour se repérer dans I’espace.
L’animal peut en effet retrouver la plate-forme en utilisant différentes sortes d’indices. Il peut
répéter une séquence de mouvements I’ayant déja mené jusqu’a la plate-forme : il utilisera
alors une stratégie égocentrique. Il peut aussi se diriger vers des indices proximaux (situes a
I’intérieur du bassin) qu’il aura auparavant associés a la position de la plate-forme. L’animal
peut également utiliser des indices distaux (extérieurs au bassin) et repérer la plate-forme : il
utilisera alors une stratégie allocentrique). Compte tenu des deficits lourds entrainés par le
modele de lésion choisi, nous avons utilisé une version simplifiée du test, la plate-forme étant
maintenue au méme endroit tout au long de 1’expérience nous nous sommes focalisés sur la

mémoire spatiale de référence.

a. Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental du test de la piscine de Morris est constitué d’une enceinte
circulaire de verre blanc de 150 cm de diameétre et de 60 cm de hauteur (Figure 43) remplie a

moiti¢é (20 cm) par de ’eau rendue opaque par 1’adjonction de lait. La température
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relativement basse de 1’eau (20°C) confére a ce test un caractere aversif pour 1’animal. Une
plate-forme, constituée d’un bocal en verre de section hexagonale, est disposée a I’intérieur de

I’enceinte et reste invisible pour I’animal, et immergée a 1cm sous la surface de ’eau.

La piscine est placée dans une piece comportant plusieurs indices distaux (étageres
contenant les cages, €vier,) susceptibles de permettre a 1’animal de se repérer dans 1’espace.
Ainsi, I’animal peut repérer la position de la plate-forme par rapport a un cadre de référence
allocentrique comportant ces divers indices distaux. Dans cette tache, 1’animal cherche a

trouver refuge sur la plate-forme le plus rapidement possible.

Figure 43 : Dispositif de la piscine de Morris avec un exemple de trajectoires

suivie par un rat depuis le 1er point de laché jusqu’a la plateforme invisible

b. Déroulement du protocole

Le protocole de mémoire de référence consiste a localiser la plate-forme immergée
invisible dont la position reste inchangée au cours de 4 jours consécutifs. Chaque rat subit une
séance quotidienne de 4 essais séparés par un délai de 5 min durant lequel 1’animal est replacé
dans sa cage. A chaque essai, ’animal est déposé dans 1’eau face a la paroi depuis un point de
départ déterminé qui varie d’essai en essai (la séquence des différents points de lacher variant
¢galement d’un jour a ’autre). L’essai se termine lorsque le rat a atteint la plate-forme, ou
bien lorsque 60 s se sont écoulées. Si le rat ne trouve pas la plate-forme durant les 60 s de
I’essai, il est guidé par I’expérimentateur jusqu’a la plate-forme. Une fois I’animal sur la
plate-forme, il y est laissé pendant 10 s avant que 1’expérimentateur ne lui présente une grille
métallique de transport. Les principales variables relevées sont la latence d’atteinte de la
plate-forme (maximum: 60 s) et la distance parcourue au cours du trajet. Puisque les 4 points

de lachers utilisés au cours des 4 essais quotidiens ne sont pas tous situés a la méme distance
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de la plate-forme. Le trajet effectué par 1’animal dans la piscine est filmé a 1’aide d’une
cameéra vidéo. Le test de la piscine de Morris a été réalisé en milieu de traitement et & la fin du

traitement.

3.2 Procédure de labyrinthe 8 bras (arm maze)

Le labyrinthe radial & 8 bras a été développé pour les rats par Olton and Samuelson,
(1976). 1l constitue une méthode largement répandue pour évaluer les capacités de
mémorisation et de gestion de I’information spatiale. Le rat part d’un point de départ et doit
trouver la réecompense. La motivation peut donc étre appétitive (nourriture placée de maniére
visible dans le labyrinthe), le rat doit alors élaborer une stratégie optimale pour explorer le
labyrinthe radial a 8 branches. Les labyrinthes sont des tests qui permettent 1’évaluation de la
mémoire a court terme ainsi que de I’apprentissage. Le labyrinthe radial comporte une plate-
forme centrale d’ou irradient un certain nombre d’allées radiales (ou bras) souvent au nombre
de huit.

a. Dispositif

Dispositif radial « arm maze », chaque bras mesure 36 cm de longueur de 7,1 cm de

largeur et 2 cm de hauteur.

b. Déroulement du protocole

Les animaux ont été privés de nourriture pendant 24 h, c’est une sorte de motivation
pour chercher la récompense. Des signaux visuels bien distincts sont placés sur les murs de la
piéce ainsi que des indices distaux, permettant ainsi aux rats de se situer dans I’espace.
L’animal a été placé sur le centre du dispositif ce qui lui permettra d'explorer le labyrinthe
pendant 10 minutes par jour. Les rats ont été entraines a trouver la récompense de nourriture
aux extrémites distales de huit bras pendant ces 10 min. Chaque session dure jusqu'a ce que
tous les 8 bras soient saisis (considérer entrer dans un bras quand tout le corps, sauf la queue,

est a l'intérieur du bras).

Les 4 bras garnis de récompenses sont toujours les mémes, par exemple 4 parmi les 8

afin d’apprendre a 1’animal a ne trouver la nourriture que dans ces 4 bras pendant 10 min

(Figure 44).
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Figure 44: Entrée du rat dans un bras garnis de récompenses. Les 4 bras
garnis sont toujours les mémes afin d’apprendre a I’animal a ne trouver la

nourriture que dans ces 4 bras parmi les 8

Le comportement de 1’animal pendant 10 min a été enregistré par une caméra vidéo.
Apres I’étape de I’apprentissage, si ’animal a réussi a visiter les 4 bras garnis de nourriture
dans un délai qui ne dépasse pas 10 min, on arréte ’enregistrement. Lorsque 1’animal est
devenu hautement performant pour cette tache, il est possible de distinguer deux types
d’erreurs. Les erreurs qui releévent de la mémoire de référence consistent a entrer & nouveau
dans un bras parmi ceux qui ne sont jamais garni ; ce type d’erreur suggére que 1’animal a
oublié la tache de la base, qui consiste a trouver la nourriture dans un sous-groupe particulier
de 4 bras. Les erreurs qui touchent a la mémoire de travail sont celles ou 1’animal entre a
nouveau dans un bras parmi ceux qui dont la nourriture a déja été consommée. Dans ce cas,
I’animal semble se souvenir de la tdche (sélectionner un sous-groupe particulier de 4 bras)
mais oublie lequel des quatre il a déja visité. Le test du labyrinthe 8 bras a été réalisé en

milieu de traitement.

Pour prévenir les odeurs, le labyrinthe a été nettoyé entre les animaux. Les variables
utilisés pour I’analyse de la performance sont : le nombre d'erreurs dans chaque session
(entrer dans un bras parmi ceux qui ne sont jamais garnis et entrer dans un bras qui a été visité

précédemment, sont comptés comme des erreurs), et le temps pris pour visiter chaque bras.
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4. Sacrifice des rats

A la fin du traitement, les rats ont été mis & jeun pendant 12 h avant qu’ils soient
sacrifiés. Lors du sacrifice, certaines mesures ont été prises en compte : Les instruments de
dissection étaient lavés avec de I’acide nitrique 5 % et rincés plusieurs fois avec de I’eau
distillée pour éviter toute contamination des tissus par le matériel. Les tubes eppendorf ont été
préalablement lavés avec de 1’acide nitrique 5 %, rincés avec de 1’eau distillée et codifiés afin

d’étre utilisés pour le stockage des organes.

4.1 Prélevements des organes

Au terme des périodes de traitement, les rats ont été décapités. Les organes préleveés
(foie, reins.....), ont été d’abord lavés immédiatement avec 1’eau physiologique avant d’étre
pesés et congelés rapidement dans 1’azote liquide et stockés a -80°C jusqu’a I’utilisation. Les
cerveaux sont aussi rapidement extraits de la boite cranienne et placés sur un support en verre
en contact avec de la glace (+4°C). Différentes structures cérébrales (hippocampe, cortex et
cervelet) (Figure 45) sont prélevées par microdissection selon une adaptation de la méthode
de Sabine Spijker (Spijker, 2011). Toutes les structures cérébrales, sont immédiatement

congelées dans 1’azote liquide et stockées a -80°C jusqu’a I’utilisation.

Figure 45: Structures cérébrales étudiées

A: Dissection du rat, B: Foie et Reins, C: Hippocampe, Cortex et Cervelet

En ce qui concerne le sang ; il a été prélevé lors de la décapitation des rats a 1’aide
d’une seringue et d’une aiguille, puis immédiatement centrifugé a 4°C (8 000 g pendant 10
min), le plasma recueilli a été conservé a -80°C jusqu’a utilisation pour 1’analyse des
parametres plasmatiques. Les différents organes prélevés sont destinés d’une part aux

analyses biochimiques et d’autres part aux coupes histologiques.
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5. Dosage des parameétres plasmatiques chez le rat

L’analyse des parametres plasmatiques a ¢été effectuée suivant des méthodes
enzymatiques et/ou colorimétriques par un auto-analyseur (Express Plus Bayer, Bayer
Diagnostics). Tous les dosages ont été effectués a I’aide de kits commerciaux (Laboratoire
d’analyse médicale, Hopital Hassan II, Settat, Maroc). Les analyses ont été portées sur le
bilan glycémique, rénal (urée), lipidique (cholestérol total, triglycérides), et protéique

(transaminases).

6. Dosages d’activités enzymatique chez le rat
6.1 Préparation des homogénats

10 % (w/v) du foie, hippocampe et cortex sont coupés en petits morceaux avant d’étre
pré-homogenéisés dans un premier temps a 4°C dans un potter Elvehjem PTFE (pilon et tube
de verre, Sigma Aldrich) ou le tampon phosphate KH,PO4/K;HPO, (50 mM, pH 7,4) a été
ajouté. Au moment de I'emploi, les tissus homogénéisés ont été soniqués avec un sonicateur
dans les conditions suivantes : 30 s, 2 cycles, 40 % de puissance puis centrifugés 3 000 g
pendant 10 min a 4°C. Les surnageants récupérés ont été aliquotés en fractions de 1000 pL
(Foie) et de 200 pL (Hippocampes-Cortex) puis conservés a —20°C (conservation 6 mois)
jusqu’a leur utilisation (Weydert and Cullen, 2010).

6.2 Dosage des activités enzymatiques des marqueurs de stress oxydatif
a. Dosage des protéines

La méthode de Lowry consiste en un dosage colorimétrique particulierement sensible

se basant sur deux réactions colorimétriques (Lowry et al., 1951) :

- la réaction de Biuret, dans laquelle Cu?*, en présence d’une base, réagit avec la

liaison peptidique en donnant une couleur bleu-profond,

- et la chimie de Folin-Ciocalteu, dans laquelle un mélange complexe de sels
inorganiques réagit avec les résidus tyrosine et tryptophane des protéines en donnant une

intense couleur bleu-vert.

Ainsi, dans un premier temps, et en paralléle des échantillons a doser, une gamme
étalon a été réalisée a partir d’une solution protéique de BSA (bovine serum albumin) a 2
mg/mL (Sigma-Aldrich) en prélevant des volumes variables (0, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 pL).

Dans un second temps, la concentration en protéines totales de 1’extrait protéique a été
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déterminée par la mesure de 1’absorbance des solutions a 750 nm, elle a été dosée comme suit:
la solution A est constituée de: 2 g d’hydroxyde de sodium —NaOH- (4 mg/mL) (Sigma-
Aldrich), 10 g carbonate de sodium Na,CO3; (20 mg/mL) (Sigma, Aldrich) et 400 mL d’H,O.
Compléter avec 1’eau jusqu’a un volume final de 500 mL. La solution B est constituée de 100
mg de potassium sodium tartrate KNaC4H;0¢*4H,0 (10 mg/mL) (Sigma, Aldrich), 50 mg de
sulfate de cuivre CuSO,4 (5 mg/mL) (Sigma-Aldrich) et 8 mL d’H,0. Compléter avec 1’eau
jusqu’a 10 mL. Un volume de I’extrait protéique (10 uL) a été mis en présence de la solution
de Lowry A et B (50 :1).

Le mélange est ensuite agité au vortex, et il est mis en présence de 0.1 mL de réactif
de Folin-Ciocalteu (1 N) (Sigma-Aldrich) dans de I’eau. Aprés 30 min a 37°C, I’intensité de
la coloration a été mesurée a 750 nm au spectrophotomeétre. La concentration protéique des
échantillons a été calculée a partir d’'une gamme d’étalonnage de BSA. La quantité de

protéine est exprimée en mg/g de tissu.

b. Dosage de I’activité catalase (CAT)
La catalase est une enzyme qui catalyse la dismutation de I'eau oxygénée :
2H,0, - 0,+2H,0

L’activité de la catalase est déterminée par la disparition a 240 nm de H,0,
(Clairbone et al., 1985) avec un facteur d’extinction molaire (€yv) de 43,6 M™t.cm?, durant
une min a une température de 25°C. La solution d’H,0, (Sigma-Aldrich) a été fraichement
préparée a une concentration de 0.019M dans le tampon phosphate 50 Mm (Sigma-Aldrich), a
partir d’'une concentration initiale qui a été déterminée avant chaque utilisation car la solution

H,0, se dégrade avec le temps.

A=C.L.EM
D’ou
A: I’absorbance a 240 nm de H,0,
L: longueur de la cuve (cm) = 1cm
€M: coefficient d’extinction molaire de H,0; (M™.cm™) = 43,6 M™*.cm™
Dans une cuve de Quartz de 3 mL, 1,95 mL de tampon phosphate 50 mM, 1 mL de

H,0; (0.019 M) et 0.05 mL de I’échantillon (homogénat de 1’organe ou de tampon phosphate
pour le blanc) ont été ajoutés.
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La densité optique a été lue a 240 nm a I’instant 0 (To) et apres toutes les 30 s pendant
2 min. Une unité de I'enzyme est définie comme 1 pmol de H,O, consommée par min et
I'activité spécifique a été normalisée par rapport a la quantité de protéine totale, elle a été
exprimée en unités catalase par mg de protéine. L’activité de la catalase est déterminée selon

la relation suivante :

Ul/g = ((2.3033) /AT) x (logA1/A)
D’ou:

A1 : L’absorbance a 240 nm de H,O, a I’instant 0.
A, : L’absorbance a 240 nm de H,O; apres 1 min.

C. Mesure de P’activité de la Superoxyde Dismutase (SOD)

La SOD est I’une des enzymes anti-oxydantes les plus importantes. Elle catalyse la
dismutation des anions superoxydes (O,) pour donner H,O, et I'oxygéne moléculaire (O,)

selon la réaction suivante :
20," +2H" — H,0, +0,

Les SOD, dont le rdle est de réduire I’anion O,.”, inhibent ainsi cette réaction (Polle et
al., 1989). Apres préparation des extraits protéiques, I’activité SOD a été quantifiée selon la
méthode de Beyer and Fridovich, (1987). Cette méthode implique I'inhibition de nitrobleu de
tétrazolium (NBT) et sa réduction avec la riboflavine utilisée comme générateur de
superoxyde. Pour doser I’activité de SOD totale (SODt), un mélange de 3 mL a été préparé en
ajoutant du tampon phosphate a 50 mM, contenant du triton X-100 a 0,025%, de ’'EDTA (pH
8) a 0,1 mM, de la L-Méthionine a 12 mM, du NBT a 75 uM, 20 pL de I’extrait protéique et

de la riboflavine 2 uM (ajoutée a la fin pour initier la réaction).

La réaction a été effectuée a 25°C et sous une lampe de 15W pendant 10 min dans un
incubateur. L’absorbance est lue a 560 nm, 1’activit¢ SOD est mesurée selon la relation

suivante :

% Inhibition = (A blancsgy — A échantillonsgy/ A blancsg) x 100

d. Mesure de Pactivité Glutathion Peroxydase (GPx)

L’activité de la glutathion peroxydase est mesurée selon la méthode de Flohe and
Gunzler, (1984). Elle a été calculée par la diminution du taux de glutathion réduit par rapport
a la réaction non enzymatique et en utilisant H,O, comme substrat. Aprés préparation des

extraits protéiques, I’activité GPx a été déterminée dans un milieu réactionnel de volume de 1
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mL contenant 0,3 mL de I’extrait enzymatique, 0,3 mL de tampon phosphate (0,1M pH 7,4),
0,2 mL de GSH 2 mM ,0,1 mL de sodium azide 10 mM et 0,1 mL de H,O, 1 mM. Apres
incubation a 37°C pendant 15 min, la réaction a été arrétée par I’ajout de 0,5 mL d’acide
tricholoacétique TCA (5 %). Une centrifugation 1 500 g pendant 5 min a été effectuée afin de
récupérer 0,1 mL du surnageant qui a été ajouté a 0,2 mL de tampon phosphate 50 mM et a
0,7 mL de DTNB [5-5’-dithiobis (acide -2- nitrobenzoique)] (0,4 mg/mL, préparé dans
tampon phosphate a 0,4 M). L’absorbance est lue a 420 nm et ’activité a été exprimée en

umol de GSH/min/mg de protéine.

e. Dosage du glutathion réduit (GSH)

Le GSH est oxydé par le DTNB pour donner le disulfure de glutathion (GSSG) avec

la formation stoechiométrique de TNB, selon la réaction :
2 GSH + DTNB — GSSG + 2 TNB

A cette étape, la totalité du glutathion de 1’échantillon est sous forme oxydée. Aprés
préparation des extraits protéiques, la concentration de GSH a été déterminée dans un milieu
réactionnel de volume contenant 200 pL. de TCA (5%), 400 puL de I’extrait protéique. Apres
centrifugation 12 000 g pendant 10 min, 50 pL du surnageant ont été prélevés et ajoutés a 100
puL de DTNB (6 mM) et a 850 pL du tampon phosphate 50 mM. La densité optique a été lue
apres 5 min a 412 nm.

7. Détermination de la teneur en aluminium par la spectroscopie d’émission
atomique par plasma a coulage inductif (ICP-AES)

Le cortex, hippocampe et foie ont été analysés par ICP-AES pour déterminer la teneur
en aluminium dans ces tissus. ICP-AES a été réalisée par la plateforme Welience (Matériaux
et Technologie, Péle Chimie Moléculaire, Université de Bourgogne) avec un spectrometre
ICP/AES iCAP 7400 (Thermo Electron). Une prise d’essai de quelques dizaines de mg ou de
quelques centaines de mg d’échantillon a été minéralisée (Micro-Onde Ultrawve, Milestone)
en milieu acide dans 4 mL d’acide nitrique (HNO3). Un blanc de minéralisation a également
été préparé dans les mémes conditions. Apres minéralisation, les échantillons sont complétés

a5 ou 10 mL selon la quantité minéralisée avec H,0.
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8. Effet sur la fragmentation d’ADN
8.1 Extraction de I’ADN

L’extraction de ’ADN a été réalisée par 1’automate Maxwell 16® (Promega). Cet
automate utilise une technologie innovante de capture par billes magnétiques, sans
distribution, filtration, ni aspiration de réactifs, limitant le temps de manipulation et les
risques d’erreurs. L’extraction a été effectuée en suivant le protocole fourni par le fabriquant.
Pour cela, 50 mg de chaque tissus (hippocampe, cortex) ont été mis en contact avec des billes
magnétiques chargées positivement ce qui permet la capture de I’ADN et son passage d’un
puits a ’autre. Un lavage de I’ADN lié aux particules a été effectué pour le séparer des autres
composants cellulaires. A la fin, un tube d’¢lution bleu contenant 300 puL du tampon
d’¢lution, a été mis dans les emplacements pour tubes d’élution, a I’avant de la cartouche pour

récupérer I’ADN ¢lué.

8.2 Dosage de I’ADN

L’ADN est dilué au 1/2,5 dans de 1’eau distillée puis dosé par mesure de la densité
optique a 260 nm. L’unité d’absorbance a 260 nm correspond a une solution a 50 pg/mL
d’ADN double brin. L’ADN est considéré comme pur lorsque le rapport Azso/Azso €St

supérieur a 1,8.

9. Gel d’agarose

L’ADN est mis en présence d’un tampon de charge 1X (tampon de charge 6x : 1,2 mL
Glyceérol, 0,8 mL Tris-Acétate-EDTA, 0,656 mL d’eau distillée et 1,2 mg du bleu de
bromophénol pour 2 mL), puis déposé sur un gel d’agarose de concentration 1,5 % d’agarose
contenant 0,5 mg/mL BET (Bromure d’éthidium) préparé a partir d’une solution mére de 1
mg/mL (Kumar et al., 2009) dans le tampon TAE 1x [54 g Tris- base (890 mM), acide
borique (890 mM), EDTA (20 mM) pour (500 mL a pH 8)]. Le gel d’agarose a été fondu sur
une plaque chauffante en le surveillant pour éviter les projections, tout en agitant de temps a
autre pour homogénéiser le mélange. Laisser refroidir jusqu'a ce qu’il devienne possible de

saisir le flacon a main nue (environ 60°C).

Le gel a été coulé lentement sur 3 a 5 mm d'épaisseur en veillant a ce qu’il entoure
bien les dents du peigne. Les ADN (hippocampe, cortex) ont été dilués dans un volume total
de 20 uL d’eau distillée afin d’avoir une quantité d’ADN équivalente pour chaque échantillon

égale a 200 pg. Le tampon de charge et I’ADN ont été mélangés sur parafilm. Apres mélange,
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les puits ont été remplis en faisant attention de ne pas déchirer le fond du gel avec la pointe de
la pipette. Le support avec le gel chargé dans la cuve d’électrophorése a été placé en
positionnant les puits du c6té de la cathode (pdle noir). La cuve a été remplie de tampon TAE
en versant délicatement et tres lentement lorsque le gel commence a étre recouvert pour éviter
les fuites d’ADN vers le tampon. La cuve a été fermee puis branchée et mise sous tension. La
migration est arrétée avant que le front de migration ne sorte du gel. La migration a été
réalisée pendant 55 min a 50V. L’analyse de densitométric des bandes obtenues est effectuée

par le logiciel Image Lab (BioRad).

10. Coupes histologiques

Apreés avoir fixer les organes (Foie, hippocampe et cortex) au formaldéhyde, afin de
conserver les structures dans leur états de départ, les organes ont passé a I’inclusion qui a été
faite au Centre de Pathologie de Dijon. L’inclusion permet donc de réaliser des coupes fines
et réguliéres. Le milieu d'inclusion le plus utilisé est la paraffine. Comme la paraffine est
hydrophobe, le préléevement a d'abord subit une déshydratation (par immersion dans des bains
d'alcool de degré croissant puis dans des bains de toluene) avant d'étre coulé dans un moule
contenant de la paraffine fondue par chauffage et devenue liquide, qui infiltre alors toute la
piéce. Apres refroidissement, on se trouve en présence d'un bloc de paraffine, dur, a l'intérieur
duquel la piece prélevée est incluse. Ensuite les coupes du bloc de paraffine sont faites avec
un microtome permettant de réaliser des tranches de section (coupes) de 2 a 5 um d'épaisseur.
Les coupes sont recueillies sur des lames de verre qui sont colorées en hématoxyline- éosine

et vues au microscope.
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Résultats

I. Caractérisation de ’arganier et de I’huile d’argan
1. Arganier

1.1 Détermination des paramétres chimiques de differentes parties

d’Argania spinosa
Le tableau 12 montre les parametres chimiques de différentes parties d’Argania
spinosa en terme de teneur en eau (humidité), cendres (matiere minérale), lipides, protéines et
en sucre. Comaparativement avec la région d’Agadir, les résultats montrent que les différentes

parties de la région de Berkane, a savoir:

I’amande est riche en protéines.

la pulpe est riche en sucre.

les feuilles sont riches en protéines.

la coque est riche en sucre et faible en lipides.

Toutefois, les autres parametres sont pratiquement les mémes dans les différentes parties

de la plante au niveau des deux régions.

Tableau 12: Composition chimique de différentes parties de la plante d’Argania spinosa

Partie de la La réaion % % de % de % de % de
plante g d'humidité  cendres lipides protéines sucre
Amande Berkane 1,20 3,00 20,00 10,50 65,30
Agadir 1,15 3,00 27,00 1,75 67,10
Berkane 1,3 2,00 3,00 1,75 91,95

Coque .
Agadir 1,5 1,00 17,00 1,31 79,19
Pulbe Berkane 73,00 3,00 8,00 5,25 10,75
P Agadir 72,79 5,00 9,00 6,13 7,09
Feuilles Berkane 59,00 6,00 5,00 10,50 19,50
Agadir 60,25 7,00 6,00 7,56 19,14

1.2 Détermination des composés phénoliques
a. Evaluation quantitative des polyphénols totaux

Le dosage des phénols totaux a été évalué par la methode colorimétrique de Folin-
Ciocalteau. C’est I'une des méthodes les plus anciennes congue pour déterminer la teneur en
polyphénols, des plantes médicinales et les nourritures (Abdel-Hameed, 2009). La lecture de

la densité optique a 725 nm permet de déterminer la concentration des phénols totaux en se
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référant a la courbe d’étalon dressée a partir de concentrations connues de 1’acide gallique
(exprimée en mg d’acide gallique/g de matiére séche). L’acide gallique est le standard le plus
souvent employé dans la méthode de Folin-Ciocalteu.

Nous nous sommes intéressés a analyser ces résultats, en mettant 1’accent sur la
composition des différentes parties de 1’arganier (amande, coque, pulpe, feuilles et rameaux)
en terme de polyphénols de deux régions Berkane et Agadir. Le dosage des polyphénols
totaux a été realisé sur les extraits méthanoliques qu’on appelle les extraits bruts, les extraits
non lipidiques et les extraits hexaniques. Les résultats montrent que les teneurs en
polyphénols totaux, dans les deux régions, sont plus élevées au niveau des extraits bruts (EB)
suivi des extraits non lipidiques (ENL) et les extraits hexaniques (EH) des différentes parties
de I’arganier : EB > ENL > EH (Figure 46).

La teneur en polyphénols totaux différent d’une partie a I’autre de la plante d’arganier,
nous trouvons qu’au niveau de la région de Berkane, la pulpe est la partie la plus riche en
polyphénols (EB : 2,64 mg d’AG/g MS ; ENL : 2,24 mg d’AG/g MS ; EH : 0,91 mg d’AG/g
MS ), tandis que I’amande est la partie la plus pauvre (EB : 0,58 mg d’AG/g MS ; ENL : 0,4
mg d’AG/g MS ; EH : 0,16 mg d’AG/g MS ) (Figure 46 B). Il en est de méme pour Agadir,
la pulpe contient une grande quantité de polyphénols (EB : 2,56 mg d’AG/g MS ; ENL : 1,58
mg d’AG/gMS ; EH : 1,31 mg d’AG/g MS ), que I’amande n’en possede pas (EBM : 0,4 mg
d’AG/gMS ; ENL : 0,39 mg d’AG/g MS ; EH : 0,43 mg d’AG/g MS ) (Figure 46 A).

Nous pouvons donc classer la teneur en polyphénols comme suit :

- au niveau de Berkane : La pulpe > Rameaux > Feuilles > Coque > Amande.

- auniveau d’Agadir : La pulpe > Feuilles > Rameaux > Coque > Amande.

En vu d’ensemble, les deux régions contiennent des polyphénols mais avec des grandeurs
un peu faible. Cependant la région de Berkane est légérement riche en polyphénols par

rapport a celle d’ Agadir.
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Figure 46: Quantité des polyphénols totaux exprimée en mg d’acide gallique / g de matiére séche, contenue dans les différentes parties
d’arganier (amande, coque, pulpe, feuilles, rameaux) de deux régions Agadir (A) Berkane (B)
Les résultats sont présentés en moyenne + écart type de trois expériences différentes. La significativité entre [’extrait brut et l’extrait non
lipidique et entre [’extrait hexanique est calculée par le test Anova (Sidak’s multiple comparisons); * p < 0,05.

Extrait brut = extrait méthanolique ; Extrait hexanique = extrait lipidique.
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b. Evaluation quantitative des flavonoides

Les flavonoides constituent la classe polyphénolique la plus importante, avec plus de
5000 composes déja décrits (Gomez-Caravaca et al, 2006). La détermination des
flavonoides totaux a été effectuée par la méthode colorimétrique de chlorure d’aluminium
décrite par Dehpeur (Dehpeur et al., 2009), en utilisant comme standard la quercétine. Les
teneurs en flavonoides sont exprimées en mg Equivalent quercétine /g de matiére seche.

Les résultats du dosage des flavonoides suivent la méme logique que ceux des
polyphénols. Le dosage des flavonoides totaux a été réalisé sur les extraits méthanoliques, non
lipidiques et hexaniques de différentes parties de la plante (amande, coque, pulpe, feuilles et
rameaux) de deux régions d’Agadir et de Berkane. Les résultats montrent que les teneurs en
flavonoides totaux, dans les deux régions, sont plus élevées au niveau des extraits bruts
méthanoliques (EB) suivi des extraits non lipidique (ENL) et des extraits hexaniques (EH) des
différentes parties de I’arganier : EB > ENL > EH (Figure 47).

Comme pour les polyphénols, la teneur en flavonoides totaux différent d’une partie a
’autre de la plante d’arganier. Au niveau de la région de Berkane, la pulpe représente la partie
la plus riche compartivement a I’amande, rameaux, feuilles et coque (La pulple > Amande >
Rameaux > Feuilles > Coque) (Figure 47 B). On note qu’au niveau de la plupe de Berkane,
I’EB : 7,56 mg d’AG/g MS ; ENL : 4,27 mg d’AG/g MS ; EH : 2,16 mg d’AG/g MS, tandis
que I’amande est la partie la plus pauvre (EB : 4,88 mg d’AG/g MS ; ENL : 3,88 mg d’AG/g
MS ; EH : 0,47 mg d’AG/g MS ). Il en est de méme pour Agadir, la pulpe contient une grande
quantité de flavonoides (EB : 5,39 mg d’AG/g MS ; ENL : 2,78 mg d’AG/g MS ; EH : 1,69
mg d’AG/g MS ), que I’amande n’en possede pas (EB: 1,77 mg d’AG/g MS ; ENL : 1,25
mg d’AG/g MS ; EH : 1,3 mg d’AG/g MS ) (La pluple > Rameaux > Feuilles > Amande >
Coque) (Figure 47 B).
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Figure 47: Quantité des flavonoides exprimée en mg de quercétine / g de matiére séche, contenue dans les différentes parties d’arganier
(amande, coque, pulpe, feuilles, rameaux) des deux régions Agadir (A) et Berkane (B)
Les résultats sont présentés en moyenne * écart type de trois expériences différentes. La significativité entre [’extrait brut et [’extrait non

lipidigue et entre [’extrait hexanique est calculée par le test Anova (Sidak’s multiple comparisons); * p <0,05.

Extrait brut = extrait méthanolique ; Extrait hexanique = extrait lipidique.
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1.3 Evaluation du pouvoir antioxydant des extraits d’arganier
a. Détermination de I’effet scavenger du radical DPPH

L’activité antioxydante des différents extraits d’arganier vis-a-vis du radical DPPH a
été ¢évaluée spectrophotométriquement en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne
par son passage de la couleur violette & la couleur jaune mesurable a 517 nm. Le % de
piégeage (= activité anti-radicalaire) du radical libre DPPH montre la capacité de I’extrait, a
une concentration donnée, a réduire ou non les radicaux. Nos résultats exprimés en tant que
concentration d’extrait (mg/mL) capable d’inhiber 50% de la réaction, les données sont
résumées dans la figure 48, qui représente I’IC50 des extraits d’arganier de différentes parties
de la plantes de deux régions différentes (Berkane et Agadir) vis-a-vis du radical libre DPPH.
L’activité anti-radicalaire des extraits de Berkane, 1’extrait non lipidique de la coque, 1’extrait
non lipidique et hexanique des feuilles, 1’extrait non lipidique et hexanique des rameaux; était
plus importante par rapport a celle d’Agadir. L’activité anti-radicalaire des autres extraits ne
présente pas une différence significative en comparant les deux régions étudiées. En vu
d’ensemble, les extraits de la région de Berkane étant la région qui posséde 1’activité

antioxydante la plus importante comparativement a la région d’Agadir.
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Figure 48: Activité antioxydante exprimée en mg de trolox /g de matiére séche, des différentes parties d’arganier (amande, coque, pulpe,
feuilles, rameaux) des deux régions Agadir (A) et Berkane (B)
Les résultats sont présentés en moyenne + écart type de trois expériences différentes. La significativité entre [’extrait brut et I’extrait non
lipidique et entre [’extrait hexanique est calculée par le test Anova (Sidak’s multiple comparisons); * p <0,05.
Extrait brut = extrait méthanolique ; Extrait hexanique = extrait lipidique.
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b. Détermination du pouvoir antioxydant du Fer

L’activité antioxydante des extraits de la plante étudiée a été évaluée en utilisant la
méthode de FRAP. C’est une méthode de mesure de la puissance des extraits a réduire le Fe*
en fer ferreux Fe* qui est I’'un des mécanismes antioxydants. C’est une technique rapide,
facile et reproductible (Karagozler et al., 2008). Beaucoup de publications actuelles ont
indiqué qu’il y a une relation directe entre les activités antioxydantes et la puissance de
réduction des composants de quelques plantes (Bentabet et al., 2014).

Dans notre travail, nous avons opté pour tester les différents extraits des parties
d’arganier. Les résultats obtenus illustrés dans la figure 49, montrent que 1’ensemble des
extraits bruts et les extraits non lipidiques de toutes les parties de la plante des deux régions
(Agadir et Berkane) sont dotés d’un pouvoir antioxydant et chélateur du fer beaucoup plus par
rapport aux extraits hexaniques. Or, on notre que I’extrait brut de ’amande de Berkane
possede le plus grand pouvoir antioxydant par rapport aux autres extraits. Les résultats
indiquent que les extraits de coque, de pulpe, de feuilles et de rameaux de la régions d’Agadir
posseédent un pouvoir antioxydant plus important que ceux de Berkane. La conclusion que
nous pouvons tirer c¢’est que la région d’Agadir qui contient le pouvoir antioxydant et

chélateur de fer le plus élevé.
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Figure 49: Activité antioxydante par la méthode FRAP exprimée en mg de trolox /g de matiére séche, des différentes parties d’arganier
(amande, coque, pulpe, feuilles, rameaux) des deux régions Agadir (A) et Berkane (B)

Les résultats sont présentés en moyenne * écart type de trois expériences differentes. La significativité entre [’extrait brut et [’extrait non
lipidique et entre [’extrait hexanique est calculée par le test Anova (Sidak’s multiple comparisons); * p < 0,05.

Extrait brut = extrait méthanolique ; Extrait hexanique = extrait lipidique.
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2. L’huile d’argan
2.1 Analyse des constituants chimiques de I’huile d’argan

Pour mener a bien les différentes études abordées i) in vitro pour préciser les effets
cytoprotecteurs de I’huile d’argan sur les cellules gliales en cultures, ii) in vivo pour tenter
d’évaluer I’effet protecteur de I’huile d’argan dans un environnement pro-oxydant , il est donc
nécessaire de déterminer la composition de I’huile d’argan en terme de stérols, tocophérols,
acides gars et polyphénols. L’huile de colza et I’huile d’olive utilisées comme contrdle
positifs in vivo sont aussi caractérisées. Il est a noter que la caractérisation de I’huile d’argan,
I’huile de colza et I’huile d’olive a été réalisée par notre équipe de recherche. Cette
caractérisation a été menée par Zarrouk et al. (Zarrouk et al., 2016b), afin de déterminer la
composition chimique de différents types des huiles utilisées dans le traitement des rats de la

partie in vivo.

a. Détermination des stérols

Les phytostérols sont des composants présents dans la fraction insaponifiable des
lipides des aliments, principalement le p-sitostérol, le campestérol et le stigmastérol qui sont
des composés naturels présents dans les plantes végétales et qui sont abondants dans les huiles
végétales comme les noix, les graines et les céréales (Ryan et al., 2007; Lecerf, 2007). Par
conséquent, il est nécessaire de déterminer la teneur et la composition de stérols dans les
huiles alimentaires et cosmétiques étudieés.

L’analyse des stérols selon Zarrouk et al. (Zarrouk et al., 2016b) a été réalisée par
chromatographie en phase gaseuze couplée a un spectrometre de masse, a montré que le p-
sitostérol a été le principal stérol dans toutes les huiles sauf I’huile d’argan. Le spinastérol et
le schotténol sont les composés majoritaires de 1’huile d’argan et ils sont présents en
quantités tres importantes (Tableau 13). Cependant, le spinastérol est présent en quantités trés
importantes dans I’huile d'argan de Barkane, tandis que 1’huile d'argan d’Agadir est trés riche
en schottenol. En plus de ces composés, 1’huile d’argan de Berkane contient un niveau éleve
en A7-stigmastérol, A7-campestérol, campestanol comparativement a 1’huile d'argan d’Agadir
qui est riche en B-amyrine, cycloartenol, A7-avenasterol et 24-Méthyléne cycloartenol
(Tableau 13).
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Tableau 13: Quantité des stérols (mg kg™) d’huile d’argan (alimentaire et cosmétique),
d’huile d’olive et d’huile de colza

Huile d’argan Huile d’olive_ Huile de colza
Alimentaire Alimentaire Cosmétique
Agadir Berkane Berka[?e Setat France

Cholestérol WD WD ND WD 2850 =20.10
Brassicastérol WD WD ND WD 720,00+ 211.00
24-Meéthylénecholestérol WD WD D 1240+551 1980+ 1230
Campestérol WD WD D 5070 1530 N
Campestanol 1640+ 6,76 15090<+7.11 15,30+ 5,77 1040+ 1040 30,10+1590
Stigmastérol WD WD W 21401100 2910+ 10,50
AT-Stigmastérol 4820+ 1870 46.60+031 4470+ 11,50 D D
AT-Campestérol 37501270 35,30 £28.00 35001730 WD ND
Spinastérol 6440+ 24000  56700<7460  591.00+8390 ND ND
Clerostérol WD WD B 23.70+2860  52350+2520
p-Sitostérol WD WD N 1470027000 3,20+ 884,00
A5-Avenastérol WD WD N 157004740 201,00 =90,60
f-amyrine 211,00 130,00 178,00=13,00  192.00= 70,00 12,60+ 11,80 D
Fucostérol WD WD B 1030+£1530  66.30+32,00
Graminastérol WD WD N 3670000 423501270
Schotténol 00040200 62500640 776002080 o D
Cycloarténol 230005140  21B00=4680 22100+90870  15000+18800 94.70=18000
AT-avenastérol B5.8=4710 57.8+£3.00 R0.3 £20.80 507002 3B20=42400
24-Méthyléne cycloartenol 51502700 44 50 £22 30 52304030  66800+£20000 351301960
Lupeol 1560<+713 120577 1800557 o D
Citrostadienol 13200 =61.60  7030=+14.00 125,00 £10,00 155300+ 138.00 2460+ 10,30
Unkown 133004250 135,00=204.00 130,00 +40.00 3090+ 54,80 200,00 =81.90

b. Détermination des tocophérols

Les tocophérols sont des constiuants important dans la fraction des insaponifiables a

cause de leurs actions vitaminiques et antioxydantes. lls jouent un role central autant que

nutriments liposolubles essentiels, ils fonctionnent comme des antioxydants dans le corps

humain.

L’analyse des huiles (argan, olive et colza) par HPLC, a permis de quantifier les

teneurs en tocophérols totaux dans les huiles. Selon Zarrouk et al. (Zarrouk et al., 2016b),

I’huile d’argan alimentaire d’ Agadir contient la plus grande quantité en a-tocophérol avec une

valeur moyenne de 429 + 7 mg kg™. L’huile alimentaire et cosmétique de Berkane ainsi que

I’huile de colza sont riches en y- tocophérols (Tableau 14). L’huile d’olive contient de faible

quantité des tocophérols.
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Tableau 14: Quantité des tocophérols (mg kg™) d’huile d’argan (alimentaire et
cosmétique), d’huile d’olive et d’huile de colza

Huile d'argan Huile d'olive _Huile de colza
Alimentaire  Alimentaire = Cosmeétfigue
Agadir Berkane Berkane Settat France

o-Tocopherol  42000=700 1200 =100 11,00 =100 30,00+200 04.00+9,00
v-Tocophérol 1200100 35500 £1900 43400+£700 500=100 348004100
&-Tocophérol 1200100 1800 =200  12,00=0,00 0,00 6,00 = 1,00

Ces valeurs témoignent la richesse de nos huiles en tocophérols totaux (plus
particulerement o et y tocophérols), par rapport aux autres huiles. Les résultats montrent que
I’huile d’argan est relativement riche en tocophérols par rapport a I’huile de colza et 1’huile
d’olive. L’huile d’argan alimentaire d’Agadir était beaucoup plus riche que celle de Berkane.
La teneur élevée en a-tocophérol constitue une spécificité de I’huile d’argan comparativement
a d’autres huiles. La richesse de I’huile d’argan alimentaire d’Agadir, nous a incite de

Putiliser dans le traitement des rats in vivo.

c. Détermination des acides gras

L’analyse des acides gras par chromatographie en phase gazeuse, a permis d’identifier
les acides gras présents dans les huiles étudiées (colza, olive et argan) avec des proportions
differentes.

L'acide linoléique (C18:2n-6) est un acide gras polyinsaturé le plus abondant dans
toutes des huiles. Les résultats ont montré que les huiles utilisées dans cette expérience
avaient des teneurs en acide linoléique, avec la plus haute valeur moyenne en huile d’argan.
D'un point de vue nutritionnel, I’huile d’argan pourrait étre considérée une bonne source
d'acides gras essentiels. Un autre acide gras insaturé quantitativement élevé dans les huiles est
I'acide oléique (C18:1n-9) avec le plus haut niveau de toute évidence dans de I'huile d'olive et
I’huile de colza (664-565 mg g respectivement de lipides totaux) par rapport & I’huile
d’argan. L’acide palmitique (C16:0) et I’acide stéarique (C18:0) sont les acide gras saturés le
plus abondant dans toutes les huiles, avec un taux plus élevé dans les huiles d’argan par

rapport aux autres huiles (Tableau 15).

154



Résultats

L’huile de colza est I’huile la plus riche en acide linolénique (C18:3n-3) (84,00 + 1,11
mg g de lipides totaux) comparativement aux autres huiles. C18:1 trans est présent dans

toutes les huiles, avec des niveaux plus importants dans les huiles d’argan par rapport a I’huile

d’olive et I’huile de colza (Tableau 15).

Tableau 15: Quantité d’acide gras (g kg™ des lipides totaux) d’huile d’argan (alimentaire

et cosmétique), d’huile d’olive et d’huile de colza

Huile d"argan Huile d’olive Huile de colza
Alimentaire Ali i il
Agadir Berkane | Berkane Settat France

C12:0 0.00 0.00 0.00 0,00 0,00
C14:0 147=0.00" 14720002 143022 0,00 0.58=002
C15:0 032=001" 0300022 0.00 0,00 0.00
C16:0 119,00 +0370 132,00 =497 = 118,00+ 1,69 96,00 =0,00 * 4250£1,178
C16:1 n-7 1.04=0.03" 106=0,05" 1,13 0,04 5.00£0,00 2.17=0,00=
C16:1n-9 0,00 0,00 0.00 200000 0,00
C1T:0 0.84=004 0.97=002 0,80 = 0,08 0,00 0.66=0,01
C18:0 62601270 65,00=270% 61.80+103 30,70 =133 1950 =244+
C18:1 trans 10.90 =270 10,70 = 0,40 11,10 = 0,68 270=3351 1.19=511
C18:1n-9 44300=0.31" 454,00 =15.40 437.00+46,14 66400=4002 565,00=731"
C18:1n-7 3.86=0073" 401=001" 3,810,041 19.00=0,00 = 3490=007
C18:2 n-6 ciz trans 0,00 0,00 0.00 0,00 0,00
C18:2 n-6 transz cis 000 0,00 0,00 0,00 0,00
C18:2 n-6 33200=372" 32400921 32200+0532 12000=300 ¢ 181,00 =150
C20:0 323=0,10 3,66=0,09 2,96 £ 0,16 3,00=0,00" 4,93 =013
C20:1 n-9 285001 3380086 2,80 £ 0,00 3,00=0,00 1280007
C18:3n3 1.16=0,04¢0 114=001" 1,10+0,01 867+ 038 8400=111
C20:2 n-6 0,00 0.00 0.00 0,00 0,00
C12:0 111 =000 134 =002 1,00 +0,03 1,00+ 0,00 2.58=0,00
2219 0,00 0.00 0.00 0,00 1,90 008
C24:0 0,53 0,02 0.00 0.00 0,00 1,04 = 0,10
C24:1n-9 0.00 0.00 0.00 0,00 0,00
Conjugated C18:3 0,00 0,00 0,00 000 0,00

d. Détermination des polyphénols

L’analyse des huiles (argan, olive et colza) par HPLC a révelé que les huiles d’argan
contienent de tres faibles quantités de 1’acide protocatéchique et tyrosol. Tous les autres

polyphénols sont trouvés en élements de trace dans 1’huile d’argan ainsi que ’huile d’olive et

colza (Tableau 16).
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Tableau 16: Quantité des polyphénols exprimés en équivalent quercétine mg /100 g
d’huile d’argan (alimentaire et cosmétique), d’huile d’olive et d’huile de colza

Huile d'lrgan Huile d'olive Huile de Colza
Alimentaire Alimentaire Cosmétique
Agadir Berkane Berkane Settat France
Acide Homovanillique o NI ND MD s
Vanilline N ND M MO NI
Acid p-Coumarigue MO N Mi 0.23 i
Quercetine-3f-glucoside MO NI M M NI
Quercétine MO NI ME MO i
Apigenine ND NI M MO O
Acide 2.6 dihvdroxybenzoique b NI NE M NI
Acide Chlorogénigue MO D Mi MO D
Acide Féruligue MO O M 012 N
Thymoguinone ND NI M MO D
Hydroxytyrosol MD NI M 0.67 N
Tryrosol 007 0.06 Hi 038 i
Oleuropeine e i Hi 033 o
]..llTélD]iIlE i) Ml 1] D3l b}
Acide Protocatéchique Hb 0.17 0.08 M Wi
Pics non identifiés 0.0 0.18 0.08 147 e
Pics identifiés & 250 nm 054 0.75 013 280 0.91

En vu d’ensemble, I’huile d’argan est principalement riche en C18:1n-9 (acide
oléique)> C18:2n-6 (acide linoléique)> C16:0 (acide palmitique)> C18:0 (acide stéarique), et

spinastérol schotténol et a ou y tocophérols.

e. Evaluation de P’activité antioxydante des huiles

Afin d’évaluer I’activité antioxydante in vitro des differentes huiles étudiées, ainsi que
certains de leurs composants (VitE et acide férulique), les globules rouges ont été traités en
présence et en absence d’AAPH (a,a-Azodiisobutyramidine dihydrochloride), utilisé comme

génerateur des radicaux libres.

Les résultats montrent que 1’huile de colza ainsi que les huiles d’argan ont la capacité a
augmenter la résistance des cellules a I’hémolyse induite par AAPH (Tableau 17). La
vitamine E et ’acide férulique ont des activités antioxydantes trés importantes. Ces derniers
ont la capacité a augmenter la résistance des globules rouges quatre fois par rapport au

contrGle (Tableau 17).
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Tableau 17 : Capacité anti-oxydante des huiles d’argan (alimentaire et cosmétique),
vitamine E et acide férulique

Hémolyse des globules Egquivalent en mmole Equivalent en mmole en acide
ronges en demi temps  Trolox/mole d*huile gallique/mole de I"huile

Contrile 8333439 0,00 0,00
Alimentaire Agadir 9247143 53452354 2018x3.13
Huile d*argan ~ Alimentaire Berkane 847021122 857712 324 +£269
Cométigue Berkane 8537126 1198+ 738 432+£279
Vitamine E 226683726 837,00 218,00 465,00 = 121,00
Acide férulique 45008931 214200 £ 56,00 119000 £31,00

1. Evaluation de Paccumulation de I’Aluminium cellulaire

L’accumulation de I’ Aluminium par les cellules a été évaluée par le Morin hydrate. Le
Morin hydrate est un fluorochrome chargée négativement qui se lie a I’aluminium chargé
positivement formant un complexe fluorescent Morin—Aluminium (vert), qui peut étre
quantifié par fluorimétrie. Les cellules 158N sont cultivées en boites de Petri de 60 x 15 mm
pendant 24 h en absence et ou en présence de différentes concentrations de chlorure
d’aluminium (0 ; 62,5 ; 125 ; 250 ; 500 ; 1000 uM) associées ou non aux huiles d’argan (1 % :
alimentaire et cosmétique), au tocophérol (400 uM), aux phytostérols (schotténol et
spinastérol : 10 uM), et a I’acide férulique (10 uM).

L’incubation de cellules 158N avec 1’AlICl3 aux concentrations allant de 62,5 a 1000
uM pendant 48 h et leur analyse par fluorimétrie aprés coloration au Morin hydrate montre
une augmentation significative et dose dépendante des concentrations d’ AlCl3 accumulées par
les cellules. Cette accumulation d’AICl; est statistiquement significative a partir du 62,5 pM.
En présence des huiles d’argan, alimentaire et ou cosmétique, 1’accumulation d’AlCl; par les
cellules a différentes concentrations est fortement inhibée (Figure 50 A). Dans ces mémes
conditions, I’accumulation d’ AICI3 par les cellules 158N est fortement inhibée, en présence de

I’a-tocopherol, spinastérol, schotténol et 1’acide férulique (Figure 50 B-C).
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Figure 50: Accumulation du chlorure d’alum

0,05. La significativité entre les cellules traitées par les différentes concentrations d’AICI3 ou associés aux huiles d’argan, a-Toco, Spin,

schot et AF est calculée par le test Anova (Sidak’s multiple comparisons) ; # p < 0,05. Pas de différence significative entre le contréle et

‘ethanol: EtOH (1 %). HA : Huile d’argan alimentaire d’Agadir, HB : Huile d’argan alimentaire de Berkane, HC : Huile d’argan

cosmeétique de Berkane, Spin :Spinastérol, Scho : Schotténol, a-Toco : a-Tocophérol, AF : Acide férulique.
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2. Effets du 7-cétocholestérol sur la prolifération cellulaire, le dysfonctionnement
des organites et la mort cellulaire

La prolifération et la viabilité cellulaires ont été évaluées par plusieurs méthodes: une
estimation de la morphologie des cellules par microscopie en contraste de phase, une
numération des cellules viables par coloration au Bleu Trypan et une évaluation de la

confluence par coloration au Crystal violet.

2.1 Effet de 7-cétocholestérol sur la prolifération
a. Evaluation des modifications de la morphologie cellulaire

Les cellules 158N ont été cultivées dans des plaques de 6 puits pendant 24 h,
prétraitées ou non par deux types de I’huile d’argan alimentaire (Agadir — Berkane) et
cosmétique (Berkane) a la concentration 1% et de 1’a-tocophérol (400 pM) pendant 2 h , puis
le 7KC (25 uM : 10 pg/mL) a été ajouté pendant 24 h. Apres 48 h de traitement, les cellules
ont été observées en microscopie a contraste de phase et des images ont été prises pour
chaque condition de traitement pour évaluer qualitativement 1’adhérence et la morphologie
des cellules (Figure 51).

La présence de cellules non adhérentes (cellules arrondies réfringentes) constitue un
critere de toxicité. En présence de 7KC, contrairement au contréle ou au véhicule (Ethanol),
une diminution du nombre des cellules viables. Cette diminution est associée a une
augmentation du nombre des cellules rondes qui correspondent aux cellules flottantes et
mourrantes ce qui est caractéristique de cytotoxicité. La morphologie des cellules contréles et
des cellules traitées avec le véhicule ne présente pas des changements marqués. En présence
de deux types d’huile d’argan alimentaire (Agadir — Berkane) et cosmétique (Berkane) a la
concentration 1% et de 1’a-tocophérol (400 uM), seules les cellules adhérentes sont détectées.
Lorsque les huiles d’argan et I’a-tocophérol sont associés au 7KC peu ou pas de cellules non
adhérentes sont observées : I’huile d’argan et 1I’a-tocophérol utilisé comme contrdle positif et
constitue un composant majoritaire de 1’huile d’argan (Tableau 14) s’opposent donc au

détachement cellulaire induit par le 7KC.
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EtOH (1%) TKC (25 uM)

Huile d’argan Huile d*argan cosmétique
cosme’ﬁqne Berkane (l %) Berkane 1% +TKC
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Figure 51: Observation des cellules par microscopie en contraste de phase
Les cellules 158N sont traitées pendant 24h avec du 7KC (25 uM: 10 pg/mL) en
absence et en présence des huiles d’argan ou d’a-tocophérol (400 uM) (2 h de
prétraitement). L ‘observation des cellules 158N a été réalisée par microscopie en
contraste de phase.
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c. Numération cellulaire en présence de bleu trypan

Le nombre total de cellules 158N viables a été déterminé par coloration au bleu trypan.
Ce colorant a tendance & entrer dans toutes les cellules mortes et leur conférent une couleur
bleue alors qu’il est rapidement explulsé par les cellules vivantes qui gardent leur réfringence
sous microscope en contraste de phase.

Les cellules ont été prétraitées en présence et en absence de deux types d’huile d’argan
alimentaire (Agadir — Berkane) et cosmétique (Berkane) a la concentration de 1% de ’a-
tocophérol (400 uM) pendant 2 h, puis le 7KC (25 uM : 10 pg/mL) a été ajouté pendant 24h.
Aprés 48h de traitement, les cellules adhérentes et non adhérentes ont été collectées, colorées
au bleu trypan et un comptage des cellules totales (vivantes et mortes) a été effectué. Une
représentation du nombre des cellules viables est montrée dans Figure 52.

Dans ces conditions de traitement des cellules 158N, une augmentation significative
du pourcentage des cellules mortes a été observée en présence de 7KC (25 pM)
comparativement aux cellules non traitées (contréles) (Figure 52). Aucune différence n'a été
observée entre les cellules non traitées et le véhicule (Ethanol 1%). Le traitement par
I’éthanol, est réalisé afin d’évaluer sa toxicité sur le nombre de cellules viables. En présence
de deux types d'huiles d'argan alimentaire (Berkane et Agadir) et cosmétiques (Berkane)
(1%), ou a-tocopheérol (400 uM), des valeurs similaires a celles du contréle ont été trouvées.
L'effet protecteur des huiles d'argan et o-tocophérol s’opposent donc a 1’inhibition de la

prolifération cellulaire induite par le 7KC.
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% Cellules mortes
(bleu trypan)

Figure 52: Effet de 7-cétocholestérol associé ou non aux huiles d’argan et ou a l’a-

tocophérol sur la viabilité cellulaire des oligodendrocytes murins 158N
Le pourcentage de cellules mortes est déterminé par numération au bleu de trypan. Les
cellules 158N sont traitées pendant 24 h avec du 7KC (25 uM: 10 pg/mL) en absence et en
présence d’huiles d’argan et / ou d’a-tocophérol (400 puM) (2 h de prétraitement). Les
résultats sont présentés en moyenne * écart type de trois expériences différentes. La
significativitée entre le vehicule et les cellules traitées avec les huiles d’argan et I'a-
tocophérol est calculée par le test Anova (Sidak’s multiple comparisons) ; * p < 0,05. La
significativité entre les cellules traitées par le 7KC seul ou associé avec huiles d’argan et
[’o-tocophérol est calculée par le test Anova (Sidak’s multiple comparisons) ; # p < 0,05.
Pas de différence significative entre le contréle et [’éthanol (EtOH 1 %).

d. Evaluation de la confluence par coloration au Crystal Violet

L’effet de 7KC sur la confluence et 1’adhésion des cellules des 158N a été quantifié
par le test au crystal violet. Ce dernier permet d’évaluer 1’adhérence ainsi que la prolifération
cellulaire. Les cellules 158N ont éeté cultivées dans des plaques de 6 puits pendant 24 h,
prétraitées ou non par deux types de I’huile d’argan alimentaire (Agadir — Berkane) et
cosmétique (Berkane) a la concentration 1% et de 1’a-tocophérol (400 uM) pendant 2 h, puis
le 7KC (25 uM (10 pg/mL)) a été ajouté pendant 24 h.
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Aprés 48 h de traitement, une coloration au crystal violet a été réalisée. Les résultats

obtenus sont présentés dans les figures ci dessous. La confluence des cellules 158N diminue
significativement suite a leur traitement par 7KC (Figure 53). Cette diminution est
contrecarrée suite au traitement avec les huiles d’argan ainsi que 1’a-tocophérol. Aucune
différence significative n'a été observée entre les cellules non traitées (contréle) et le véhicule
(Ethanol). Les huiles d’argan, lorsqu’elles sont utilisées seules, n’affectent pas 1’adhésion ou
la prolifération cellulaire par rapport au contrble. 1l en est de méme pour 1’a-tocophérol.
Toutefois, les huiles d’argan et I’a-tocophérol corrigent en partie les effets du 7KC (perte

d’adhésion et/ou inhibition de la prolifération cellulaire) (Figure 53).
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Figure 53: Effet de 7-cétocholestérol associé ou non aux huiles d’argan ou et a

Da-tocophérol sur ’adhérence cellulaire des oligodendrocytes murins 158N

Les effets sur I’adhérence cellulaire sont quantifiés par coloration au crystal violet.
Les cellules 158N sont traitées pendant 24 h avec du 7KC (25 puM: 10 pg/mL) en
absence et en présence d’huiles d’argan et / ou d’a-tocophérol (400 uM) (2 h de
prétraitement). Les résultats sont présentés en moyenne * écart type de trois
expériences différentes. La significativité entre le véhicule et les cellules traitées avec
les huiles d’argan et [’a-toCophérol est calculée par le test Anova (Sidak’s multiple
comparisons) ; * p < 0,05. La significativité entre les cellules traitées par le 7KC seul
ou associé avec huiles d’argan et [’o-tocophérol est calculée par le test Anova
(Sidak’s multiple comparisons); # p < 0,05. Pas de différence significative entre le
controle et [’éthanol (EtOH 1 %).
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Les cellules 158N sont cultivées dans des plaques de 12 puits pendant 24 h en
présence de différentes concentrations de phytostérols (schotténol, spinastérol) et d’acide
férulique (5, 10, 20, et 40 uM) et en présence de 7KC (5, 10, 20, et 40 pg/mL : 12,5; 25; 50
et 100 uM) (Badreddine et al., 2015). En présence des différentes concentrations de
schotténol, spinastérol et acide férulique (5, 10, 20 et 40 uM) et aussi du 7KC (12,5; 25; 50 et
100 pM), utilisé comme témoin positif, les résultats montrent qu’aucune différence
significative a été observée entre les cellules non traitées (contrdle) et le véhicule (Ethanol)
(Figure 54). En présence de 7KC, une inhibition significative de la croissance cellulaire a été
observée. Les phytostérols (spinastérol et schotténol) et 1’acide férulique ne provoquent pas
une inhibition de la croissance cellulaire (Figure 54) (Badreddine et al., 2015)
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Figure 54: Effets de spinastérol, schotténol et acide férulique sur la croissance cellulaire

Les cellules 158N ont éte traitées pendant 24 h avec 7KC (utilisé comme témoin positif
pour l'induction de la mort cellulaire et les dysfonctionnements mitochondriaux),
spinastérol, schotténol et acide férulique (5 ; 10 ; 20 et 40 uM). La croissance cellulaire a
été mesurée par le test au crystal violet. Les valeurs ont été exprimées en % par rapport au
contrdle (cellules non traitées). Chaque concentration de ces produits correspond a une
concentration du véhicule (0; 0,01; 0,02; 0,04 et 0,08 d'éthanol absolu pour les
concentrations 0; 5; 10; 20 et 40 uM, respectivement). Les résultats obtenus sont
analysés par le test ANOVA : *P < 0,05 ; **P < 0,01 ; ***P < (0,001 (Badreddine et al.,
2015).
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Afin d’étudier la cytotoxicit¢ du 7KC, le test MTT a été réalis€ sur des
oligodendrocytes murins 158N. Ce test donne une indication sur 1’activité mitochondriale et la
densité cellulaire. Les cellules sont prétraitées en présence et en absence de deux types d’huile
d’argan alimentaire (Agadir — Berkane) et cosmétique (Berkane) a la concentration 1%, et
d’a-tocophérol (400 puM) pendant 2 h, puis le 7KC (25 uM :10 pg/mL) a été ajouté pendant
24 h. Les résultats de ce test montrent qu’en présence de 7KC, une diminution marquée du
pourcentage des cellules MTT positives a été observée (Figure 55). Ce pourcentage refléte la
proportion des cellules capables de réduire le MTT en formazan (couleur bleu) sous 1’action
de la succinate déshydrogénase mitochondriale. Les effets secondaires de 7KC ont été
atténués par les huiles d’argan et I’a-tocophérol (Figure 55). Aucune différence significative

n'a été observée entre le controle et le véhicule (Ethanol 1%).
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Figure 55: Effet de 7-cétocholestérol associé ou non aux huiles d’argan

et ou a ’a-tocophérol sur Pactivité mitochondriale des oligodendrocytes murins 158N

L activité de la succinate déshydrogénase mitochondriale et ou la croissance cellulaire est

déterminée par le test MTT. Les cellules 158N sont traitées pendant 24 h avec du 7KC (25

uM: 10 ug/mL) en absence et en présence d’huiles d’argan et / ou d’a-tocophérol (400

UM) (2 h de prétraitement). Les résultats sont présentés en moyenne + écart type de trois

expériences différentes. La significativité entre le véhicule et les cellules traitées avec les

huiles d’argan et ['a-tocophérol est calculée par le test Anova (Sidak’s multiple

comparisons) ; * p < 0,05. La significativité entre les cellules traitées par le 7KC seul ou

associé avec huiles d’argan et [’a-tocophérol est calculée par le test Anova (Sidak’s

multiple comparisons) ; # p < 0,05. Pas de différence significative entre le contrile et

[’éthanol (EtOH 1 %).

Pour évaluer I’effet du spinastérol, schotténol et d’acide férulique sur D’acitivité

mitocondriale. Les cellules 158N sont cultivées dans des plaques de 12 puits pendant 24 h en

présence de différentes concentrations de phytostérols (schotténol, spinastérol) et d’acide
férulique (5, 10, 20, et 40 uM) et en présence de 7KC (5, 10, 20, et 40 pg/mL : 12,5; 25; 50
et 100 uM) (Badreddine et al., 2015). Les résultats montrent qu’en présence des différentes

concentrations de schotténol, spinastérol et acide ferulique utilisés (5; 10; 20 et 40 puM) et

aussi du 7KC (12,5; 25; 50 et 100 puM), utilisé comme témoin positif, connu pour inhiber la
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croissance des cellules et induire des dysfonctionnements mitochondriaux a des

concentrations élevees, on note une diminution signifiticative du pourcentages des cellules
MTT positives (Figure 56). Ce pourcentage reflete la proportion des cellules capables de
réduire le MTT en formazan (couleur bleu) sous I’action de la succinate déshydrogénase
mitochondriale. Ces résultats indiquent que ces phytostérols pourraient moduler I’activité
mitochondriale (Badreddine et al., 2015).
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Figure 56: Effets du spinastérol, schotténol et d’acide férulique sur lactivité
mitochondriale

Les cellules 158N ont été traitées pendant 24 h avec 7KC (utilisé comme témoin positif
pour l'induction de la mort cellulaire et les dysfonctionnements mitochondriaux),
spinastérol, schotténol et acide férulique (5, 10, 20 et 40 uM). L activité mitochondriale
été mesurée par le test MTT. Les valeurs ont été exprimées en % par rapport au controle
(cellules non traitées). Chaque concentration de produit correspond a une concentration
du véhicule (0 ; 0,01 ; 0,02, 0,04 et 0,08 d'éthanol absolu pour les concentrations 0 ; 5 ;
10; 20 et 40 pM, respectivement). Les résultats obtenus sont analysés par le test
ANOVA : **P <(,01 ; ***P <0,001 (Badreddine et al., 2015).

Ces résultats montrent un impact des huiles d’argan ou de certains de leurs composés

(schotténol, spinastérol) sur la capacité a agir au niveau de 1’activité mitochondriale
(Badreddine et al., 2015).
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3.2 Effet sur le potentiel transmenbranaire mitochondrial

La mesure du potentiel transmembranaire mitochondrial (A¥m) est utilisée pour
caractériser un désordre de 1’activité métabolique mitochondriale et la mort cellulaire a un
stade précoce. Le A¥m a été mesuré par coloration au DiOCg(3). L’accumulation de ce
fluorochrome dans la mitochondrie dépend du A¥m ; I’intensité de fluorescence est donc
fonction de A¥Ym. La perte de la capacité des mitochondries & accumuler cette sonde

cationique témoigne de la chute de potentiel membranaire mitochondriale.

Les cellules sont prétraitées en présence et en absence de deux types d’huile d’argan
alimentaire (Agadir — Berkane) a la concentration 1%, et de 1’a-tocophérol (400 uM) pendant
2 h, puis le 7KC (25 pM : 10 pg/mL) a été ajouté pendant 24 h. Aprés 48 h de traitement,
I’analyse des 158N par cytométrie en flux aprés coloration avec le DiOCg(3) a abouti en
présence de 7KC a une augmentation significative du pourcentage des cellules avec
mitochondries dépolarisées ayant un A¥Ym diminué (7KC: 37 + 3%, témoin: 17 + 2%).
Lorsqu'ils sont associés a 7KC, les huiles d'argan et I'a-tocophérol diminuent la perte de A¥m
(suggérant une meilleure fonction de la chaine respiratoire): dans ces conditions, le
pourcentage de cellules avec les mitochondries dépolarisées était dans la méme gamme que
dans le véhicule de controle et (Etahnol 1 %) - cellules traitées (Figure 57). Aucune
différence significative des pourcentages de cellules avec mitochondries dépolarisées n’a été
observée entre le contrble et le véhicule (Ethanol) (Figure 57). Les huiles d’argan et I’a-
tocophérol, lorsqu’ils sont utilisés seuls, provoquent des modifications légéres du pourcentage
de cellules avec mitochondries dépolarisées par rapport au controle. Les huiles d’argan et I’a-
tocophérol ont donc un impact sur la dépolarisation de la mitochondrie.
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Figure 57: Effet de 7-cétocholestérol associé ou non aux huiles d’argan et ou a I’a-tocophérol

sur le potentiel transmenbranaire mitochondriale des oligodendrocytes murins 158N
Le potentiel transmenbranaire mitochondrial est mesuré par DiOCg(3) et au cytometrie
en flux. Les cellules 158N sont traitées pendant 24 h avec du 7KC (25 pM: 10 pg/mL) en
absence et en présence d’huiles d’argan et / ou d’a-tocophérol (400 uM) (2 h de
prétraitement). Les résultats sont présentés en moyenne * écart type de trois expériences
différentes. La significativité entre le véhicule et les cellules traitées avec les huiles
d’argan et l’o-tocophérol est calculée par le test Anova (Sidak’s multiple comparisons) ;
*p <0,05. La significativité entre les cellules traitées par le 7KC seul ou associé avec
huiles d’argan et [’a-tocophérol est calculée par le test Anova (Sidak’s multiple
comparisons) ; # p < 0,05. Pas de différence significative entre le contréle et I’éthanol
(EtOH 1 %).

Pour étudier les effets d’AlCl3 sur le potentiel transmenbranaire mitochondrial, les
cellules 158N sont cultivées en boites de Petri de 60 x 15 mm pendant 24 h en absence ou en
présence de différentes concentrations de chlorure d’aluminium (0; 62,5; 125; 250; 500 et
1000 pM) associées ou non aux phytostérols (schotténol et spinastérol : 10 uM), acide
férulique (10 puM), o-tocophérol (400 uM) et aux huiles d’argan (1 % alimentaire et

cosmeétique).
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L’incubation des cellules 158N avec 1’ AlCI3 aux concentrations allant de 62,5 a 1000
uM pendant 48 h et leur analyse par cytométrie en flux apres coloration avec le DiOCg(3) a
montré une augmentation significative et dose dépendante du pourcentage des cellules avec
mitochondries dépolarisees ayant un AW¥Ym diminué par rapport au contréle. Cette
dépolarisation est inhibée en présence des huiles d’argan (HA, HB, HC) (Figure 58), de I’a-
tocophérol, des phytostérols (schotténol et spinastérol), ainsi que de 1’acide férulique (Figure
58). Aucune différence significative de pourcentages de cellules avec mitochondries
dépolarisées n’a été observée entre le contrdle et le véhicule (Ethanol). Lorsque les huiles
d’argan, 1’a-tocophérol, les phytostérols (schotténol et spinastérol), ainsi que de I’acide
férulique sont utilisés seuls, ils provoquent une augmentation siginificative du pourcentage

des cellules avec mitochondries dépolarisées par rapport au contrdle.
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Fiqure 58: Effet de chlorure d’aluminuim associé ou non aux huiles d’argan, a I’a-tocophérol, spinastérol, schotténol et a ’acide
féruligue sur le potentiel transmenbranaire mitochondriale des oligodendrocytes murins 158N
Les résultats sont présentés en moyenne + écart type de trois expériences différentes. La significativité entre le véhicule et les cellules traitées avec les
huiles d’argan (A), a-Toco, Spin, scho (B) et AF (C) est calculée par le test Anova (Sidak’s multiple comparisons); * p < 0,05. La significativité entre les
cellules traitées par les differentes concentrations d’AICIl3 ou associés aux huiles d’argan, a-Toco, Spin, schot et AF est calculée par le test Anova
(Sidak’s multiple comparisons) ; # p < 0,05. Pas de différence significative entre le controle et [’éthanol: EtOH (1 %). HA : Huile d’argan alimentaire
d’Agadir, HB : Huile d’argan alimentaire de Berkane, HC : Huile d’argan cosmétique de Berkane, Spin :Spinastérol, Scho : Schotténol, a-Toco : a-

Tocophérol, AF : Acide férulique.
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4. Effets du 7-cétocholestérol et du chlorure d’aluminium sur le stress oxydant

a. Evaluation de la production d’anions superoxydes intracellulaires et
mitochondriaux

Les anions superoxydes produits par les cellules 158N traitées ou non par le 7KC ont
été mesurés au niveau intracellulaire aprés coloration respective avec la DHE. La DHE est un
composé non-fluorescent qui aprés sa diffusion a travers la membrane cytoplasmique est
oxydé en un composé fluorescent sous I'action d'O,", le compose fluorescent généré permet de
quantifier le pourcentage de cellules fluorescentes par analyse au cytomeétre en flux. Les
cellules 158N ont été cultivées dans des plaques de 6 puits pendant 24 h, prétraitées ou non
par deux types de I’huile d’argan alimentaire (Agadir — Berkane) et cosmétique (Berkane) a la
concentration 1% et de 1’a-tocophérol (400 uM) pendant 2 h, puis le 7KC (25 uM :10 pg/mL)
a été ajouté pendant 24 h.

Aprés 48 h de traitement, une coloration DHE a été réalisée sur les cellules 158N, et
analysées au cytometre en flux. Les résultats sont présentés dans la Figure 59. Les résultats
montrent une augmentation significative du pourcentage des cellules DHE positives apres
traitement avec 7KC (environ 30%), ce qui refléte une surproduction intracellulaire des anions
O, (Figure 59). Aucune différence significative n’est observée entre les cellules contréles et
le véhicule. Le pourcentage des cellules DHE positives est réduit de 50% en présence des
huiles d’argan ainsi que 1’a-tocophérol (Figure 59). Lorsque les huiles d’argan ainsi que ’a-
tocophérol sont associés au 7KC, la production intracellulaire des anions O,~ est fortement

diminuée.

172



Résultats

-
b ¥ DHE ( Production O;™)
= #
F=
2 n }
2,
g p- 3 |
=
@ I |
E # #
T i} #
J
=
s wi 1 l -
# punili
0 r . r
. ~ ) Y ; D gk a v
\é;?- SII+ A @Q ‘;};\ 'ﬂ‘:h.u SII;‘ ﬂ‘b’ Sla ﬂ\"% Sla ﬂ*’
S HF T TG TS
& & & N A S
<« & . e &
& F B g & Vo7
o d F P F e & #F
B . Sl g o
¢ GG S S
¢'§ B ’53 h: ‘-Ph 3
& e g & BT
& > o i d
S 8 o
. o o

Figure 59: Effet de 7-cétocholestérol associé ou non aux huiles d’argan et ou a ’a-
tocopheérol sur la production des ions superoxydes des oligodendrocytes murins 158N
Le pourcentage de cellules produisant les especes réactives d’oxygene (ERQO) est
déterminé par la sonde DHE, par cytométrie en flux. Les cellules 158N sont traitées
pendant 24 h avec du 7KC (25 uM : 10 ug/mL) en absence et en présence d’huiles
d’argan et / ou d’a-tocophérol (400 puM) (2 h de prétraitement). Les résultats sont
présentés en moyenne * écart type de trois expériences différentes. La significativité entre
le véhicule et les cellules traitées avec les huiles d’argan et ['a-tocophérol est calculée par
le test Anova (Sidak’s multiple comparisons) ; * p < 0,05. La significativité entre les
cellules traitées par le 7KC seul ou associé avec huiles d’argan et [’a-tocopherol est
calculée par le test Anova (Sidak’s multiple comparisons) ; # p < 0,05. Pas de différence

significative entre le controle et I’éthanol (EtOH 1 %).

Afin d’étudier les effets d’AlCl3 sur la production des ERO, les cellules 158N sont
cultivées en boites de Petri de 60 x 15 mm pendant 24 h en absence ou en présence de
différentes concentrations de chlorure d’aluminium (0; 62,5; 125; 250; 500; 1000 pM)
associées ou non aux phytostérols (schotténol et spinastérol : 10 uM), a 1’acide férulique (10

MM), & I’a-tocophérol (400 uM) et aux huiles d’argan (1 % alimentaire et cosmétique).
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L’incubation de cellules 158N avec 1’AlICl; aux concentrations allant de 62,5 & 1000
uM pendant 48 h et leur analyse par cytométrie en flux apres coloration au DHE montre une
augmentation significative et dose dépendante du pourcentage des cellules DHE positives a
partir de 250 uM d’ AlCl; par rapport au contréle. Cette augmentation est fortement inhibée en
présence des huiles d’argan, alimentaire ou cosmétique. Les résultats montrent que 1’huile
d’argan alimentaire ou cosmétique affecte la production intracellulaire des anions O, ", ce qui
reflete une diminution marquée des cellules DHE positives en présence de 1’huile d’argan
alimentaire Agadir (HA) et une augmentation significative des cellules DHE positives en
présence de I’huile d’argan alimentaire et cosmétique Berkane (HB, HC) comparativement au
contréle (Figure 60). Aucune différence significative de pourcentages de cellules DHE

positives n’a été observée entre le contrdle et véhicule (Ethanol).

Comme pour les huiles d’argan , les résultats trouvés montrent que certains
composants de I’huile d’argan comme 1’a-tocophérol, spinastérol, schotténol et I’acide
férulique sont capables de s’opposer aux effets de 1’ AlCl3. Cependant, lorsque 1’a-tocophérol,
spinastérol, schotténol et ’acide férulique sont utilisés seuls, ils affectent la production
intracellulaire des anions O, ce qui se traduit pas une augmentation des cellules DHE
positives par rapport au contrble (Figure 60 B-C). Aucune différence significative de
pourcentage de cellules DHE positives n’a été observée entre le contrdle et véhicule

(Ethanol).
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Figure 60: Effet du chlorure d’aluminium associé ou non aux huiles d’argan, a I’a-tocophérol, schotténol, spinastérol et a I’acide férulique
sur la production des ions superoxydes des oligodendrocytes murins 158N
Les résultats sont présentés en moyenne + écart type de trois expériences différentes. La significativité entre le véhicule et les cellules traitées avec
les huiles d’argan (A), a-Toco, Spin, scho (B) et AF (C) est calculée par le test Anova (Sidak’s multiple comparisons); * p < 0,05. La significativité
entre les cellules traitées par les difféerentes concentrations d’AICl3 ou associés aux huiles d’argan, a-Toco, Spin, schot et AF est calculée par le test
Anova (Sidak’s multiple comparisons) ; # p < 0,05. Pas de différence significative entre le contréle et I’éthanol: EtOH (1 %). HA : Huile d’argan
alimentaire d’Agadir, HB : Huile d’argan alimentaire de Berkane, HC : Huile d’argan cosmétique de Berkane, Spin :Spinastérol, Scho : Schottenol,

a-Toco : a-Tocophérol, AF : Acide férulique.
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5. Evaluation des effets de 7-cétocholestérol sur I’intégrité des lysosomes

L’acridine orange a été utilisée afin d’évaluer I’intégrité des lysosomes dans des
conditions de traitement avec 7KC. L’acridine orange est une sonde lysosomotropique, ce qui
signifie qu’elle permet de mettre en évidence les vésicules acides telles que les lysosomes en
émettant une fluorescence orange/rouge dans ces derniers qui ont un pH acide alors que la
sonde aura plutdt une fluorescence verte dans le cytoplasme qui a un pH neutre. La quantité
de fluorescence orange/rouge est donc proportionnelle au volume et a la quantité de
compartiments acides dans la cellule. La perméabilisation de la membrane lysosomale et/ou la
diminution de I’activité des pompes a protons se caractérise par une diminution de cette
fluorescence du fait de la libération du contenu lysosomal dans le cytoplasme.

Les cellules 158N ont été cultivées dans des plaques de 6 puits pendant 24 h,
prétraitées ou non par deux types de I’huile d’argan alimentaire (Agadir et Berkane) et
cosmétique (Berkane) a la concentration 1% de 1I’a-tocophérol (400 uM) pendant 2 h, puis le
7KC (25 puM : 10 pg/mL) a été ajouté pendant 24 h. Aprés 48 h de traitement, une coloration
a I’acridine orange a été réalisée sur les cellules 158N, et analysées au cytométre en flux. Les
résultats sont présentés dans la Figure 61.

L’analyse par cytométrie a révélé aucune différence significative entre le contrdle et le
véhicule. Par contre, une déstabilisation significative des lysosomes des cellules 158N traitées
par le 7KC a été observée avec des intensités de fluorescence orange / rouge plus faibles
comparativement au contrdle : les cellules avec des intensités de fluorescence orange / rouge
plus faibles sont considérées comme des cellules avec lysosomales déstabilisées (Olsson et
al., 1989; Yuan et al., 2000).

Dans ces conditions, en présence du 7KC, une augmentation légére mais significative
des cellules avec des lysosomes déstabilisés a été observée (cellules controles et véhicule : 14-
15% versus cellules traitées avec 7KC : 22 + 1%). Aucune différence significative entre le
contréle et le vehicule a été observée. Les huiles d'argan, lorsqu'elles sont utilisées seules, on
note une diminution Iégere mais significative du pourcentage des cellules avec des lysosomes
déstabilisés comparativement au contrdle. Des effets similaires ont été observés avec 1’a-
tocophérol. Lorsque le 7KC est associé aux huiles d’argan et 1’a-tocophérol, le pourcentage
des cellules avec lysosomes déstabilisés ont une valeur proche de celle du contréle (7KC +
huiles argan ou 7KC + a-tocophérol). On note également que les huiles d’argan ainsi que 1’a-

tocophérol s’opposent a la déstabilisation des lysosomes (Figure 61).
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Figure 61: Effet de 7-cétocholestérol associé ou non aux huiles d’argan et ou a l’a-

tocophérol sur activité des lysosomes des oligodendrocytes murins 158N

La formation des vésicules acides est déterminée par [’acridine orange et a4 cytometrie en
flux. Les cellules 158N sont traitées pendant 24 h avec du 7KC (25 uM : 10 pg/mL) en
absence et en présence d’huiles d’argan et / ou d’a-tocophérol (400 pM) (2 h de
prétraitement). Les résultats sont présentés en moyenne + écart type de trois expériences
différentes. La significativité entre le véhicule et les cellules traitées avec les huiles
d’argan et ’a-tocophérol est calculée par le test Anova (Sidak’s multiple comparisons) *
p < 0,05. La significativité entre les cellules traitées par le 7KC seul ou associé avec
huiles d’argan et ['o-tocophérol est calculée par le test Anova (Sidak’s multiple

comparisons) ; # p < 0,05. Pas de différence significative entre le contréle et I’éthanol

6. Caractérisation de la mort cellulaire induite par le 7-cétocholestérol et le
chlorure d’aluminium

6.1Evaluation de intégrité de membrane cytoplasmique par coloration a
liodure de propidium
L’iodure de propidium (IP) est un colorant qui ne pénétre que dans les cellules ayant
des membranes altérées. L’IP permet d’évaluer les effets d’un traitement sur 1’intégrité de la
membrane cytoplasmique. Seules les cellules mortes sont colorées par I’'IP. La

perméabilisation de la membrane cytoplasmique se caractérise par une augmentation de la
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fluorescence émise par les cellules qui ont accumulé I’IP. Les cellules 158N ont été cultivées
dans des plaques de 6 puits pendant 24 h, prétraitées ou non par deux types de I’huile d’argan
alimentaire (Agadir — Berkane) et cosmétique (Berkane) a la concentration 1% et de ’a-
tocophérol (400 puM) pendant 2 h, puis le 7KC (25 uM: 10 pg/mL) a été ajouté pendant 24 h.,
Ensuite, une coloration a I’IP a été réalisée sur les cellules mises en suspension et les cellules
ont été analysées au cytometre en flux. Les résultats sont présentés dans la Figure 62.
L’incubation des cellules 158N pendant 48 h avec 7KC a induit une augmentation du
pourcentage de cellules mortes (Figure 62). Les résultats montrent le méme profil que celui
obtenu avec le crystal violet. Les résultats montrent qu’il n’y a aucune significativité observée
entre les cellules contrdles et le véhicule. Les huiles d’argan ainsi que |’a-tocophérol

s’opposent a la mort cellulaire induite par 7KC.
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Figure 62: Effet de 7-cétocholestérol associé ou non aux huiles d’argan et ou a ’a-
tocophérol sur ’intégrité de la membrane cytoplasmique des oligodendrocytes murins 158N
Le pourcentage de cellules viables est déterminé par coloration d’iodure de propidium et au
cytométrie en flux. Les cellules 158N sont traitées pendant 24 h avec du 7KC (25 puM : 10
ug/mL) en absence et en présence d’huiles d’argan et / ou d’a-tocophérol (400 uM) (2 h de
prétraitement). Les résultats sont présentés en moyenne * écart type de trois expériences
différentes. La significativité entre le véhicule et les cellules traitées avec les huiles d’argan
et l'o-tocophérol est calculée par le test Anova (Sidak’s multiple comparisons) ; * p < 0,05.
La significativité entre les cellules traitées par le 7KC seul ou associé avec huiles d’argan et
["a-tocophérol est calculée par le test Anova (Sidak’s multiple comparisons) ; # p < 0,05. Pas

de différence significative entre le controle et [’éthanol (EtOH 1 %).

Pour étudier les effets d’AlCl; sur la mort cellulaire, les cellules 158N sont cultivées
en boites de Petri de 60 x 15 mm pendant 24 h en absence ou en présence de différentes
concentrations de chlorure d’aluminium (0; 62,5; 125; 250; 500; 1000 puM) associées ou non
aux phytostérols (schotténol et spinastérol : 10 uM), acide férulique (10 puM), a-tocophérol

(400 puM) et aux huiles d’argan (1 % alimentaire et cosmétique).
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L’incubation de cellules 158N avec 1’AlCl3 aux concentrations allant de 62,5 a 1000
uM pendant 48 h et leur analyse par cytométrie en flux aprés coloration a I’'IP a montré une
augmentation significative des cellules IP positives a partir de 125 uM de traitement avec
I’AICI;. Cette augmentation est inhibée en présence de I’huile d’argan alimentaire Agadir
(HA), T’huile d’argan alimentaire Berkane (HB) et 1’huile d’argan cosmétique Berkane (HC)
(Figure 63 A). Aucune différence significative de pourcentages de cellules IP positives n’a
été observee entre les cellules non traitées (contrdles) et véhicule (Ethanol).

Dans ces mémes conditions, 1’augmentation des cellules IP positives est fortement
atténuée en présence d’a-tocophérol, spinastérol, schotténol et d’acide férulique. Les résultats
montrent que lorsque le spinastérol, schotténol et I’acide férulique sont utilisés seuls, ils
provoquent aussi, une augmentation siginificative du pourcentage des cellules IP positives
(Figure 63 B-C).

180



8% Cellules IP positives

% Cellules IP positives

Yo Cellules IP positives

Résultats

f

= @
[
(d
[}
U
[}
" -
[}
.
-
) f #
U Cellules IP positives
- @ ;
¥
-
"=
i
-
i
.
[}
#
i
Ll
i
Y% Callules IP positives
[ [
[=] L] [=] ]
[}
[+
—
|
I—
i
I—
.
P
L]

(=] - (-]
L
&
*
¥
U Cellules IP positives
" "
(=] Y w 5] &
|
; " '
¥
#
| E
%
#*
i
+*
#

P a - =0 -
4 T aF oF o . TS - . i 3 ¥ e . e
o T W T @ & S ‘.’Q_@ G o &F 8T o5 2T T T el
<@ o e = - - - = e e ' s, PL o o e oo
EE et < N S e = i ? S e . Sl e S
& ¥ ek T o T o S S T R i v
= ke - =
& = o o o - "
J‘f oFF o o5F o o = = 2 = =

B i L B P S S S S S S S S S
S & = - =¥ e s * e e S FT aF a X e e F  aF o o F aT e
T @ e @ & & & & & 8T W aF oF G S
= - = e e v v v Y Dl S et e - R e
B I e R R = =
x - = - » . " = = -
S & & & - c o . - .
s - -2 - & o5F r._:qt’ . ___j_-é L
12 - -
2 16 -
=S #
= # 2 12 # # # =
a " = =
= = =
= =
= * -
4 £
R 4
: I
[
- S WE A A D L S o I - R . - - T - . . . T S
+ F o F aF <+ <+ + = s = &
£ N o o = o < - A P & - - = -
e SFF G S S &S o @F T BT o5 T T T T o T
e I i i - R - AT ST AT T AT A A
=l Sl S g = W S R - T~ Y.
A e . == = = - - =
R -3 e - o 5 & &

Figure 63: Effet du chlorure d’aluminium associé ou non avec les huiles d’argan, a I’a-tocophérol, schotténol,

spinastérol et a acide férulique sur l’intégrité de la membrane cytoplasmique des oligodendrocytes murins 158N
Les résultats sont présentés en moyenne * écart type de trois expériences différentes. La significativité entre le véhicule et les cellules traitées
avec les huiles d’argan (A), a-Toco, Spin, scho (B) et AF (C) est calculée par le test Anova (Sidak’s multiple comparisons); * p < 0,05. La
significativite entre les cellules traitées par les difféerentes concentrations d’AICl3 ou associés aux huiles d’argan, o-Toco, Spin, schot et AF est
calculée par le test Anova (Sidak’s multiple comparisons) ; # p < 0,05. Pas de différence significative entre le contréle et [’éthanol: EtOH (1
%). HA : Huile d’argan alimentaire d’Agadir, HB : Huile d’argan alimentaire de Berkane, HC : Huile d’argan cosmétique de Berkane,
Spin :Spinastérol, Scho : Schotténol, a-Toco : a-Tocophérol, AF : Acide férulique.
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6.2 Effet du 7-cétocholestérol sur la fragmentation nucléaire

L'apoptose se caractérise par certains changements morphologiques, comme la
diminution du volume cellulaire, la condensation de la chromatine, la fragmentation des
noyaux et 1’apparition de vésicules intracellulaires nommées corps apoptotiques. Afin de
déterminer le type de mort, les cellules ont été cultivées dans des plaques de 6 puits pendant
24 h, prétraitées ou non par deux types de I’huile d’argan alimentaire (Agadir et Berkane) et
cosmétique (Berkane) a la concentration 1%, d’a-tocophérol (400 uM) pendant 2 h; puis le
7KC (25 uM : 10 pg/mL) a éte ajouté pendant 24 h. Ensuite, une coloration au Hoechst 33342
a eté réalisée et les noyaux ont été observés au microscope a fluorescence. Les images des
noyaux de cellules traitées avec les huiles d’argan ainsi que 1’a-tocophérol ne montrent
aucune modification comparativement aux cellules contrbles et au véhicule. Les noyaux
gardent leur forme ronde, circulaire et ne présentent, ni condensation de la chromatine, ni
fragmentation caractéristiques de 1’apoptose. A 1’opposé, en présence de 7KC, quelques
cellules apoptotiques sont observées et se caractérisent par une compaction et une
marginalisation de la chromatine nucléaire. Toutefois, la figure 64 montre qu’en présence du
7KC, une augmentation Iégere mais significative de cellules apoptotiques caractérisées par
des noyaux condensés et / ou fragmentés sont observées (contrdle et véhicule : 3-4 % ;
cellules traitées avec 7KC : 16 + 2). Aucune différence entre les cellules témoins et le
véhicule n’été detecté (Figure 64). En présence d'huiles dargan alimentaires ou I’a-
tocophérol, une diminution significative du pourcentage de cellules apoptotiques a été
observée. Ainsi, les huiles d'argan et l'a-tocophérol ont été capables de s’opposer aux
changements morphologiques nucléaires induits par le 7KC (condensation et / ou la

fragmentation des noyaux) qui sont des critéres apoptotiques.
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20 ¢
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Figure 64: Effet de 7-cétocholestérol associé ou non aux huiles d’argan et ou a l’a-
tocophérol sur la fragmentation nucléaire induite sur les oligodendrocytes murins 158N
Les cellules 158N sont traitées pendant 24 h avec du 7KC (25 uM : 10 pg/mL) en absence
et en présence d’huiles d’argan et / ou d’a-tocophérol (400 uM) (2 h de prétraitement).
Les résultats sont présentés en moyenne + écart type de trois expériences différentes. La
significativité entre le véhicule et les cellules traitées avec les huiles d’argan et 'a-
tocophérol est calculée par le test Anova (Sidak’s multiple comparisons) ; * p < 0,05. La
significativité entre les cellules traitées par le 7KC seul ou associé avec huiles d’argan et
[’a-tocophérol est calculée par le test Anova (Sidak’s multiple comparisons) ; # p < 0,05.
Pas de différence significative entre le contréle et [’éthanol (EtOH 1 %).

6.3 Effets du 7-cétocholesterol sur ’apoptose et I’autophagie

Deux types de mort cellulaire on été étudiés par western blot : 1’apoptose et
I’autophagie. En ce qui concerne 1’apoptose, les caspases jouent un rdle clé dans les phases
d’initiation et d’exécution de 1’apoptose. La caspase-3 a été étudiée et notamment le clivage
de la caspase-3. La caspase-3 est une protéine effectrice dont le clivage est induit lors du
processus apoptotique. Lorsque la caspase-3 est activée, elle forme des tétraméres qui vont
cliver certaines proteines de la cellule et conduire a la mort cellulaire programmee. Pour ce

qui est de I’autophagie, c’est la protéine LC3 qui est mise en évidence par western blot. En
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effet, la protéine LC3 est impliquée dans le processus d’autophagie au niveau de la formation
des autophagosomes. On trouve la forme LC3-1 dans le cytoplasme (18 kDa) qui est activée

en LC3-II (16 kDa) pendant le processus d’autophagie.

Les cellules 158N ont été cultivées pendant 24 h, prétraitées ou non par deux types de
I’huile d’argan alimentaire (Agadir — Berkane) et cosmétique (Berkane) a la concentration 1%
de I’a-tocophérol (400 uM) pendant 2 h, puis le 7KC (25 puM : 10 pg/mL) a été ajouté
pendant 24 h. Ensuite, selon les conditions de western blot, la caspase-3 non clivée donne une
bande de 35 kDa et la forme clivée donne une bande de 17 kDa. Les résultats sont présentés
dans la Figure 65. Apres 48 h de traitement, les résultats des western blots montrent qu’ en
présence du 7KC (25 uM), aucune induction d’apoptose caractérisé par la présence de
caspase-3 a été observée comparativement au controle et au véhicule (éthanol : 0,05 et 0,1%).
En outre, aucun effet pro-apoptotique des huiles d'argan ont été observés : absence de
caspase-3 (Figure 65). Ainsi le calcul du ratio LC3-11 / LC3-1 permet de déterminer si de
I’autophagie se déclenche dans les cellules ou non. En présence du 7KC (25 puM) une
induction d’autophagie a été révélée par augmentation du rapport [LC3-11 / LC3-I]
comparativement aux cellules contrdles (Figure 65). Cependant, avec 1’a-tocophérol une
légére augmentation du ratio [LC3-11 / LC3-1] a été détectée (Figure 65). Quand 7KC est
associé a 1’a-tocophérol, le rapport [LC3-11 / LC3-1] est légérement supérieure a celui du
7KC. A l'opposé, lorsque 7KC est associé aux huiles d'argan (alimentaire et ou
comsmeétique), le rapport LC3-11/ LC3-1 a été Iégerement inférieur a 7KC (Figure 65). Aucun

effet pro-autophagiques des huiles d'argan a également été observe.

184



Résultats

(C
C

Huile d’argan alimentaire Berkane (1%)
Huile d*argan cosmeétique Berkane (1%)
Huile d’argan cosmétique Berkane + 7KC

Huile d*argan alimentaire Agadir (1%0)

£
-]
T 2
": LY
3
S i %
! S uw § §
8 = g B
Z ' + ® =
e -~ - iy - -] ]
$ £ 3 S £ % OE o8
= - - i S .: - :
- o
s ¢ ¢ ® S S & T 3
O W o 3 ﬁ = g o Mo
Cacpase-3| W W M o S A S |37 KDa
Cazpaze-3
Clivée 17kDa
FETT | e e e (1510:
LC3-H L ad . 16 kDa
Ratio

LC-IILC-T 013 016 011 023 008 009 01 032 05 04 02 022 015

B-Actine | S P QP S G G - - | {2 D2

Figure 65: Effet de 7-cétocholestérol associé ou non aux huiles d’argan et ou de I’a-

tocophérol sur ’apopotose et ’autophagie induite sur les oligodendrocytes murins 158N
Les cellules 158N sont traitées pendant 24 h avec du 7KC (25 uM : 10 pug/mL absence et

Ou en présence d’huiles d’argan ou de |’a-tocophérol (400 uM) (2 h de prétraitement).
L’apoptose et [’autophagie sont caractérisées par western blotting. L apoptose est évaluée
par le clivage de la caspase-3 (bande a 17 kDa) et [’autophagie est évaluée par la
conversion de LCs-1 en LC3-1I. Le véhicule est [’éthanol 1% (véhicule des huiles d’argan et
[’a-tocopherol), et 0,05% (véhicule 7KC). Les résultats sont présentés en moyenne + écart

type de trois expériences différentes.
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7. Impact du 7-cétocholestérol sur le niveau d’expression de géne peroxysomale :
ABCD1, ABCD3, ACOX1, MFP2 et PPARa

Les transporteurs Abcd de type (ABCDL1 et ABCD3), I’enzyme Acyl-CoA oxydasel
(ACOX1), et la protéine-2 multifonctionnelle (MFP2), également connu sous le nom de
protéine D-bifonctionnelle, sont des protéines peroxysomales. ABCD1 et ABCD3 sont
impliqués dans le transport des AGTLC du cytosol vers le peroxysomes pour leur
dégradation par la voie de la B-oxydation peroxysomale en faisant appel aux oxydases
centrales ACOX1 et MFP2. Les PPARa sont des activateurs des facteurs de transcription
impliqués dans 1’expression de certaines enzymes de la voie de B-oxydation peroxysomale et
mitochondriale. Parmi ces génes cibles, 1’ Acyl-CoA oxydase (ACOX1) qui est la cible directe
de la PPARGa.

Les cellules 158N ont été cultivées dans des boites de Petri (100 x 20 mm), pendant 24
h, prétraitées ou non par deux types de I’huile d’argan alimentaire (Agadir et Berkane) et
cosmétique (Berkane) a la concentration 1% et de I’a-tocopherol (400 pM) pendant 2 h, puis
le 7KC (25 pM : 10 pg/mL) a été ajouté pendant 24 h. Apres 48 h de traitement, le taux
d’expression d’ARNm des protéines peroxysomales (ABCD1, ABCD3, ACOX1, MFP2 et
PPARQ) a été déterminé par RT-qPCR.

Les résultats montrent que le taux d’expression d'’ARNmM des transporteurs
peroxysomaux (ABCD1, ABCD3), est nettement plus faible dans les cellules traitées avec
7KC (25 uM), comparativement aux cellules non traitées (contrdles) (Figure 66). En présence
des huiles d’argan et d’a-tocophérol, la diminution du taux d’expression d ARNm d'ABCD1
et ABCD3 est fortement atténuée quelques soit 1’huile considérée. Aucune différence

significative n’a été observée entre les cellules controles et le véhicule (Ethanol) (Figure 66).
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Figure 66: Incidence du 7-cétocholestérol associé ou non aux huile d’argan et ou a
I’ a-tocophérol sur I'expression des ARNm des génes ABCD1, ABCD3 sur les

oligodendrocytes murins 158N
Les cellules 158N sont traitées pendant 24 h avec du 7KC (25 uM : 10 pg/mL) en

absence et ou en présence d’huiles d’argan ou de [’a-tocophérol (400 uM) (2 h de
prétraitement). Les ARNm des transporteurs peroxysomals (ABCD1 et ABCD3) ont été
quantifiés par RT-qPCR. A cette fin, 36B4 a été utilisé comme géne de référence. La
significativité entre le véhicule et les cellules traitées avec les huiles d’argan et ['a-
tocophérol est calculée par le test Anova (Sidak’s multiple comparisons) * p <0,05. La
significativité entre les cellules traitées par le 7KC seul ou associé avec huiles d’argan
et l'a-tocophérol est calculée par le test Anova (Sidak’s multiple comparisons) ; # p <

0,05. Pas de différence significative entre le contréle et ’éthanol (EtOH 1 %).

L’acyl-CoA oxydase (ACOX) est I’enzyme clé de la voie de la B-oxydation
peroxysomale. Elle catalyse la premiére réaction dans le cycle de la P-oxydation
peroxysomale, qui est considérée étre la principale étape enzymatique qui contréle le flux des
acides gras a travers cette voie (Poirier et al., 2006). Cette étape sera suivie d’une deuxiéme
réaction catalysée par une proteine-2 multifonctionnelle (MFP2). Notons que I’ACOX1 est
codée par un geéne cible directe du facteur de transcription PPARa (Pyper et al., 2010).

L’¢évaluation des taux d’expression relatif des ARNm de I’ ACOX1 et MFP2 a montré
que le traitement des cellules avec 7KC induit une diminution significative par rapport aux
cellules non traitées (contréles). En présence des huiles d’argan et d’a-tocophérol, aucune
différence significative n’a été observée. Il est a noter que la composition de I’huile d’argan

affecte d’une maniére différentielle les expressions d’ARNm PPARa (Figure 67). Cette
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donnée montre que les traitements avec les huiles d’argan et I’a-tocophérol indiquent des

variations des expressions au niveau des ARNm PPARa, mais elle ne nous renseigne pas sur

les niveaux de la transcription du géne codant de I’ACOX1 au niveau des cellules 158N.

Expression génique relative (2-ACt)

A B

6,00E-03 ACOX1 = 180E-03 MFP2
o
q  1,60E-03

5,00E-03 [
«  140E-03
=

4,00E-03 = 120E-03
-
g 100E-03

3,00E-03 * g
S 8.00E-04
-z
(1] *

2,00E-03 =  6,00E-04
=}
2 4.00E-04

1,00E-03 é
S 2,00E-04
=

0,00E+00 0,00E+00

% \S O < N LS < ; o D
| ) | S & o
W 3 < \ &
> o Y
RS 3 o
&

=  LOUE-D3 PPARC
2 omEM M & .
. E ]
T s00E-04 |
£ 1 1
£ ToE |
£ sooE-04 | + .
5 smE0s | +
=
T 4 00E-04 |
£  amEw |
=
£ 1L00E-M4 |
= 1o0E04 |
L .
0,00E--H
N - - ") N e e [ o s
e RS- Q‘.\ e ‘:,:;- e w8 L
[ e {F': = 5" gg-\ e o = o =
"\'}b - > ool F i o 5 > -'&&
F & o i o &
- e < Lo 3 ~ -
& ge s & P 3 = e
5 ol P wd & &
2 - o o 3
S o & o & &
a"ﬁ’ 'a'}“ é.) é“\‘\, & ‘:ﬁ
L A .
& S’& ar 5 ._Sb‘ 5‘;&

Figure 67: Incidence de 7-cétocholestérol associé ou non aux huiles d’argan et ou a
I’ a-tocophérol sur I'expression des ARNm des génes PPARa, ACOX1 et MFP2 sur les
oligodendrocytes murins 158N

Les cellules 158N sont traitées pendant 24 h avec du 7KC (25 uM : 10 pg/mL) en
absence et ou en présence d’huiles d’argan ou de [’a-tocophérol (400 uM) (2 h de
prétraitement). Les ARNm des enzymes peroxysomales : ACOX1(A) et MFP2) (B) ainsi
que la PPAR-a (C) ont été quantifiés par RT-qPCR. A cette fin, 36B4 a été utilisé
comme géne de référence. La significativité entre le véhicule et les cellules traitées avec
les huiles d’argan et [’a-tocophérol est calculée par le test Anova (Sidaks multiple
comparisons) ; * p < 0,05. La significativité entre les cellules traitées par le 7KC seul
ou associé avec huiles d’argan et I’a-tocophérol est calculée par le test Anova (Sidak’s
multiple comparisons) ; # p < 0,05. Pas de différence significative entre le controle et
[’éthanol (EtOH 1 %).
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I11. In vivo

Cette étude a pour but d’évaluer les conséquences d’une exposition des rats qui ont regu
pendant 42 jours, une nourriture enrichie de 6 % d’huile d’argan, huile d’olive, huile de colza
et de la poudre d’amande d’arganier. Ces rats ont regu en parallele une concentration de
chlorure d’aluminium de 100 mg/kg poids corporel. L’age étant un facteur qui peut influencer

les fonctions cognitives et les réponses au stress oxydant, les rats en-été-agés-en-moyenne-de
utilisés avaient en moyenne un age de deux ans.

1. Accumulation de chlorure d’aluminium dans I’hippocampe, cortex et foie

Afin de déterminer si notre traitement avec le chlorure d’aluminium a la dose
journaliére (100 mg/kg) pendant 42 jours est capable d’induire une accumulation d’AICl3, un
dosage de I’aluminuim dans les organes cibles était envisageable par spectroscopie d’émission
atomique par plasma a coulage inductif (ICP-AES), et les valeurs obtenues sont représentées
dans le tableau 18. Les résultats montrent que les rats traités avec 1’AlCl; sont capables
d’accumuler cet élément, dans le foie et dans deux zones du cerveau (hippocampe et cortex).
L’accumulation d’AlCl;3 dans le foie est beaucoup plus faible comparativement aux autres
zones du cerveau

Tableau 18: Concentration en aluminium en (ug/kg de tissu frais)
dans I’hippocampe, cortex et foie

/kg tissu frais R Rats traités au AICI;
W Rats controles (100 mgrka)

Hippocampe 780,25 2307,05 *
Cortex 2832,20 3587,9 *
Foie 134,62 424,95 *

Les rats ont recu AICI3 par gavage a une dose de (100 mg/kg) pendant 42 jours.
Les résultats sont présentés en moyenne * écart type sur les animaux de chaque
lot (n=4). La significativité entre les rats contrdles et les rats traités avec le
chlorure d’aluminium est calculée par le test Anova (Sidak’s multiple

comparisons); * p <0,05.
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1. Effet de I’huile d’argan et du chlorure d’aluminium sur I’évolution du poids
corporel

Avant chaque traitement, les rats ont été peses. Le poids de chaque rat est consigné et
son évolution en fonction du traitement est observée pendant 42 jours. Les quatres régimes
utilisés dans cette étude (huile d’argan, colza, olive et poudre d’amande d’arganier), ont été
bien tolérés et la consommation journaliére de nourriture a été similaire dans chaque groupe.
Aprés six semaines de traitement avec le chlorure de 1’aluminium, une perte du poids corporel

a été observée entre les 10 groupes (Figure 78).
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Figure 68: Influence du chlorurue d’aluminuim associé ou non a I’huile d’argan et
ou a la poudre d’amande d’arganier sur la variation du poids corporel

A partir de Jo, les animaux ont recu quotidiennement par gavage une dose de chlorure
d’aluminium (100 mg/kg), parallelement a une alimentation supplémentée de 6%
d’huile de colza, d’huile d’olive, d’huile d’argan et de 14,3% de poudre d’amande

d’arganier, pendant une période de 42 jours. Les pesées ont été journalieres.

2. Effet de ’huile d’argan et le chlorure d’aluminium sur le comportement

Les tests de comportement (labyrinthe de Morris et labyrinthe 8 bras) ont éte realisés
en moitié et a la fin de traitement, suite a une exposition journaliere au chlorure d’aluminium
(100 mg/kg) pendant 42 jours (voir la Figure 41-42 de la partie Matériels et Méthodes).
Les effets de I’huile d’argan, de colza, d’olive et de la poudre d’amande d’arganier sur la
capacité mémorative des rats suite a une exposition d’une dose de 100 mg/kg d’AlCI; a été
bien étudiée.
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2.1 Effet de ’huile d’argan et du chlorure d’aluminium sur la capacité
mémorative au cours du labyrinthe radial a 8 bras

La Figure 69 rapporte le nombre d’erreur enregistré au cours du test de labyrinthe 8
bras. L'analyse des données comportementales confirme I'existence d'un déficit de mémoire
de référence et de travail chez les rats traités avec le chlorure d’aluminium par rapport aux
témoins. En présence de 6% de I’huile d’argan, 6% d’huile d’olive et 14,3% de la poudre
d’amande d’arganier, on note une amélioration significative des capacités mémoratives qui se
manifestent par une diminution du nombre d’erreurs par rapport aux rats controles.
Néaomoins, I’huile de colza n’a pas pu corriger la perte de mémoire engendrée par le
traitement avec le chlorure d’aluminium (100 mg/kg). Le traitement a engendré une
perturbation des deux mémoires ; mémoire de référence, révélée par le fait que 1’animal rentre
a nouveau dans un bras parmi ceux qui ne sont jamais garnis et mémoire de travail qui se
manifeste par des erreurs qui sont celles ou 1’animal entre a nouveau dans un bras parmi ceux
qui dont la nourriture a déja été consommée. Dans ce cas, 1’animal semble se souvenir de la

tache mais oublie lequel des quatre il a déja visité.
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Figure 69: Effet du chlorure d’aluminium associé ou non a I’huile d’argan et ou a la
poudre d’amande d’arganier sur le nombre d’entrée erronée des rats aux bras de
labyrinthe radial

Les rats ont re¢u une concentration d’AICI3 (100 mg/kg) par gavage, parallelement a
une alimentation enrichie de [’huile d’argan, de colza, d’olive et de la poudre
d’amande d’arganier pendant 42 jours. Les résultats sont présentés en moyenne +
écart type sur les animaux de chaque lot (n=4). La significativité entre le rat contr6le
et les rats traités avec I’huile d’argan, de colza, d’olive et de la poudre d’amande
d’arganier est calculée par le test Anova (Sidak’s multiple comparisons); * p < 0,05.
La significativité entre les rats traités avec I’AICI3 et I’AICl3 avec [’huile d’argan, de
colza, d’olive et de la poudre d’amande d’arganier est calculée par le test Anova
(Sidak’s multiple comparisons) # p < 0,05.
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2.2 Effet de ’huile d’argan et du chlorure d’aluminium sur la capacité
mémorative au cours du labyrinthe de Morris

a. Tache de mémoire de référence

La Figure 70 rapporte le suivi des paramétres du test de labyrinthe de Morris. Plus
précisement, le temps de latence et la distance parcourue pour retrouver la plateforme pour les
dix groupes des animaux. Dans la tache de mémoire de référence, la plate-forme invisible est
localisée au centre du quadrant Ouest (=quadrant cible). Les rats sont déposés dans le bassin a
partir de 4 points de lacher différents, chacun des 4 points de lacher étant utilise
respectivement au cours du test. Les performances sont analysées en terme de moyenne des 4
essais.

L'analyse des données comportementales confirme I'existence d'un déficit de mémoire
de références chez les rats traités par 1’AlCl; (100 mg/kg) par rapport aux témoins, le
traitement engendre une perturbation de I'acquisition. Chez les groupes traités avec 6% des
huiles (colza, olive, argan) et 14,3% de la poudre de graine d’arganier, nous avons noté une
amélioration des capacités mémoratives qui se manifestent par une réduction de la distance
parcourue pour trouver la plateforme (Figure 70) et la réduction du temps de latence (Figure
70). En effet, au début du traitement, I’analyse du comportement des rats traités par 1’AlCl; ne

révele aucun effet significatif sur la mémoire de référence (résultats non présentés).
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Figure 70: Effet du chlorure d’aluminium associé ou non a ’huile d’argan et ou a la poudre d’amande d’arganier sur la
latence et la distance parcourue par les rats pour rejoinder la plateforme du labyrinthe aquatique Morris

Les rats ont recu une concentration d’AICl3 (100 mg/kg) par gavage, paralléelement a une alimentation enrichie de I’huile
d’argan, de colza, d’olive et de la poudre d’amande d’arganier pendant 42 jours. Les résultats sont présentés en moyenne +
écart type sur les animaux de chaque lot (n=4). La significativité entre le rat controle et les rats traités avec [’huile d’argan,
de colza, d’olive et de la poudre d’amande d’arganier est calculée par le test Anova (Sidak’s multiple comparisons);* p <
0,05. La significativité entre les rats traités avec I’AICI3 et I’AICIl3 avec I’huile d’argan, de colza, d’olive et de la poudre
d’amande d’arganier est calculée par le test Anova (Sidak’s multiple comparisons) #p < 0,05.
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3. Effet de I’huile d’argan et du chlorure d’aluminium sur la masse relative des
organes

3.1 Variation de la masse relative du foie, rein, rate et poumons

Les rats ont regu quotidiennement par gavage une dose de chlorure d’aluminium (100
mg/kg), parallélement a une alimentation supplémentée de 6% d’huile d’argan, d’huile de
colza, d’huile d’olive et de 14,3% de poudre d’amande d’arganier, pendant une période de 42
jours. Lorsque les 42 jours sont achevés, les rats ont été sacrifiés et les organes ont été
prelévés afin de peser leurs masses. En présence des huiles seules (huile d’argan, de colza,
d’olive) et de la poudre d’amande d’arganier, une diminution significative de la masse relative
du foie et de la rate a été observée comparativement au contréle (Figure 71 A). Cependant,
I’administration du chlorure d’aluminium (100 mg/kg) aux rats induit une diminution
significative de la masse relative du foie et de la rate (Figure 71 A-B). En vu d’ensemble et
d’apres les résultats, 1’huile d’argan, de colza, d’olive et la poudre d’amande d’arganier ont
un impact sur la variation de la masse relative du foie et de la rate.

Les résultats montrent aussi qu’il n’y aucun effet significatif des huiles (colza, olive,
argan) et la poudre d’amande d’arganier sur la masse relative des poumons et des reins par
rapport au contrdle. Néamoins, on note une diminution significative de la masse relative des
reins (Figure 71 C) et des poumons (Figure 71 D) et en présence de chlorure d’aluminium.
En somme, nous constatons que le traitement combiné (AICI; + huile d’argan), (AICl3 + huile
de colza), (AICIl; + huile d’olive) et (AICI; + poudre de ’amande d’arganier) semble rétablir

relativement la masse relative des poumons ou du moins évolue dans le sens de la réparation.
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Figure 71 : Effet du chlorure d’aluminium associé ou non a I’huile d’argan et ou a la poudre d’amande d’arganier n sur la masse relative du
foie, reins, rate et poumons

Les rats ont recu une concentration d’AICI3 par gavage, parallélement a une alimentation enrichie de [’huile d’argan, de colza, d’olive et de la
poudre d’amande d’arganier pendant 42 jours sur les animaux de chaque lot (n=4). Les résultats sont présentés en moyenne *+ écart type. La
significativité entre le rat contréle et les rats traités avec [’huile d’argan, de colza, d’olive et de la poudre d’amande d’arganier est calculée par le
test Anova (Sidak’s multiple comparisons); * p < 0,05. La significativité entre les rats traités avec I’AIClz et I’AICI3 avec ['huile d’argan, de colza,
d’olive et de la poudre d’amande d’arganier est calculée par le test Anova (Sidak’s multiple comparisons) ; #p < 0,05. Groupe (A) : masse relative
du foie, (B) : masse relative du rein, (C) : masse relative de la rate ; (B) : masse relative du rein. (D) : masse relative des poumons.
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3.2 Variation de la masse relative du cerveau, testicules, coeur et pancréas

Dans les mémes conditions précédemment citées, aucune variation de la masse relative
du cerveau (Figure 72 A), testicules, (Figure 72 B), pancréas (Figure 72 C), cceur (Figure

72 D) n’a été constatee.
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Figure 72: Effet du chlorure d’aluminium associé ou non a I’huile d’argan et ou a la poudre d’amande d’arganier sur la masse relative du
cerveau, pancréas, coeur et testicules

Les rats ont regu une concentration d’AICl; par gavage, parallélement a une a une alimentation enrichie de I’huile d’argan, de colza, d’olive et de la
poudre d’amande d’arganier pendant 42 jours sur les animaux de chaque lot (n=4). Les résultats sont présentés en moyenne + écart type. La
Significativité entre le rat contréle et les rats traitées avec I’huile d’argan, de colza, d’olive et de la poudre d’amande d’arganier est calculée par le test
Anova (Sidak’s multiple comparisons); * p < 0,05. La significativité entre les rats traités avec I’AICI3 et I’AICIl3 avec [’huile d’argan, de colza, d’olive et
de la poudre d’amande d’arganier est calculée par le test Anova (Sidak’s multiple comparisons) ; # p < 0,05. Groupe (A) : masse relative du cerveau,
(B) : masse relative du pancréas, (C) : masse relative du cceur, (D) : masse relative des testicules.
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4. Effet de I’huile d’argan et du chlorure d’aluminium sur les paramétres
plasmatiques

4.1 Effet sur le cholestérol total et les triglycérides

La mesure du taux du cholestérol effectuée sur les rats traités avec 1’AICI3 (100
mg/kg) montre une augmentation significative du taux de cholestérol comparativement aux
rats contréles (Tableau 19). Aucune variation du taux du cholestérol en présence de 6% des
huiles (argan, olive, colza) et 14,3% de poudre de graine d’arganier a été observée. Toutefolis,
les résultats des rats traités avec chlorure d’aluminium en association avec les huiles montrent
que les difféerentes huiles et la poudre d’amande d’arganier sont capables d’améliorer le taux
de cholestérol plasmatique par rapport au contréle (Tableau 19). En effet, les rats traités avec
du chlorure d’aluminium n’ont pas d’effet sur le taux de triglycéride, contrairement aux rats
traités avec les huiles seules (colza, olive, argan) et la poudre d’amande d’arganier, le taux de
triglycéride a été augmenté significativement par rapport au contréle. 1l en est de méme pour

le groupe des rats traités en association des huiles et le chlorure d’aluminium (Tableau 19).

4.2 Effet sur la glycémie

Les études sériques effectuées sur les rats traités avec 1’AICI3 (100 mg/kg) montrent
une diminution significative du taux de glycémie par rapport au contrdle (Tableau 19).
Aucune variation du taux de glycémie en présence de 6% des huiles (colza, olive, argan) et
14,3% de poudre de graine d’arganier a été observée. Lorsque les rats sont traités avec du
cholrure d’aluminium en association avec les huiles (colza, olive, argan) et la poudre

d’amande d’arganier, le taux de glycémie a été bien amélioré (Tableau 19).

4.3 Effet sur les transaminases et I’urée

Les résultats montrent qu’aucune variation significative des concentrations de 1’urée
n’a été observée dans le plasma des rats traités avec 1’ AlICI; (100 mg/kg) et ceux traités avec
6% des huiles (colza, olive et argan) ainsi que 14,3% de poudre d’amande d’arganier. Les
résultats de dosage des concentrations plasmatiques des transaminases montrent que le
chlorure d’aluminium ne provoque aucune variation de I’ALAT (Alanine Amino
Transférase), et ’ASAT (Aspartate Amino Transférase) dans le plasma des rats traités avec le

chlorure d’aluminium (Tableau 19).
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Tableau 19: Effet de chlorurue d’aluminuim associé ou non associé ou non a I’huile d’argan et ou a la poudre d’amande d’arganier sur les
paramétres lipidiques, rénaux, glycémiques et hépatiques

Poudre de Poudre de
I'amande I'amande
AICl; Huile de Huile de colza | Huile d'olive | Huile d'olive + | Huile d'argan | Huile d'argan | d'arganier | d'arganier +
Contrdle | (100 mg/kg) | colza (6%) + AICl; (6%0) AIClI; (6%0) + AICl; (14,3%) AIClI;
Cholestérol
(g/L) 0,56 +0,12 1,15+0,03* [0,75+0,03 |0,87 +0,00 0,81+0,12 0,81+0,25# 0,61 +0,06 0,84+0,08# | 0,80+0,09 1,05+0,24
Triglycérides
(g/L) 0,09+0,02 ]008+005 |[02+0,05* |0,28+0,00 0,24+0,01* | 0,19+0,00# | 0,23+0,08* | 0,28+0,13# |0,25+0,12* | 0,31+0,01 #
Glucose
(g/L) 156+040 |080+1,00* |1,09+0,04 |1,66+0,00# 1,77 +0,11 1,34+0,04 # 0,96 + 0,04 1,53+0,18# | 1,07 +0,05 1,73+0,2 #
Urée
(g/L) 0,436 £ 0,09 |0,33+0,07 049+0,19 ]0,38+0,17 0,39+ 0,06 0,38+0,16 0,46 £ 0,04 0,51+0,05 0,37+£0,12 0,33+0,04
ALAT
(g/L) 50,53+ 12,15 | 50,62 £ 0,21 [43,03+2,78 |61,59 + 8,44 49,76 + 0,33 66,84 +0,08 | 57,67 +1161 63,93+6,19 | 47,99+ 84 | 51,95+299
ASAT
(g/L) 212,74+17,72 | 196,12 +#49,12 | 227,53 + 3,76 | 233,66 + 14,12 | 234,89 +0,155 | 233,83+1,65 | 228,20 +39,4 |252,09 +2,79 |223,50+25,07 | 240,23 + 10,03

Les résultats

sont présentés en moyenne + écart type sur les animaux de chaque lot (n=4). La significativité entre le rat contrble et les rats traités avec [’huile
d’argan, de colza, d’olive et de la poudre d’amande d’arganier est calculée par le test Anova (Sidak’s multiple comparisons); * p < 0,05 . La significativité entre les
cellules traitées par I’AICI; et AICl3 avec [’huile d’argan, de colza, d’olive et de la poudre d’amande d’arganier est calculée par le test Anova (Sidak’s multiple
comparisons) ; # p < 0,05. ALAT : Alanine Amino Transférase, ASAT : Aspartate Amino Transférase.
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5. Effet de I’huile d’argan et du chlorure d’aluminium sur I’activité des enzymes
du stress oxydatif

Puisque le stress oxydatif est considéré comme un événement impliqué dans le
déclenchement de la MA, un dosage de I’activité enzymatique des marqueurs du stress
oxydatif a été réalisé sur I’homogénat des rats traités avec 6% des huiles (colza, olive, argan),
14,3 % de la poudre d’amande d’arganier et 100 mg/kg d’AlCls.

5.1 Incidence sur Pactivité enzymatique de la catalase

La catalase est la principale enzyme qui assure le role de détoxification du corps. Elle
est responsable de la dégradation du peroxyde d’hydrogéne (H,O,) en eau et en oxygéne
moléculaire. L’activité enzymatique de la catalase au niveau de I’hippocampe, cortex et foie
a été respectivement étudiée. Les résultats obtenus sont présentés dans les Figures 73. Les
résultats montrent qu’au niveau de I’hippocampe et le cortex, 1’activité enzymatique de la
catalase a été diminuée significativement chez les rats traités avec 6% des huiles (colza, olive,
argan) et 14,3% de la poudre d’amande d’arganier par rapport au contrble (Figure 73 A-B).
Elle en est de méme chez les rats traités avec le chlorure d’aluminium (Figure 73 A-B). Au
niveau du foie, les rats traités avec les huiles (colza, olive, argan) et la poudre d’amande
d’arganier, I’activité enzymatique de la catalase a augmenté significativement seulement en
présence de I’huile d’olive et I’huile d’argan alors qu’il n’y a aucune variation de cette activité

en présence de chlorure d’aluminium (Figure 73 C).
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Figure 73: Effet du chlorurue d’aluminuim associé ou non a ’huile d’argan et ou a la poudre d’amande d’arganier sur
Pactivité enzgymatique de la catalase (umol/min/mg protéine) de I’hippocampe, cortex et foie
Les résultats sont présentés en moyenne + écart type. La significativité entre le rat controle et les rats traités avec [’huile d’argan, de colza, d’olive et
de la poudre d’amande d’arganier est calculée par le test Anova (Sidak’s multiple comparisons); * p < 0,05 . La significativité entre les cellules
traitées par I’AICI3 et AICl3 avec ['huile d’argan, de colza, d’olive et de la poudre d’amande d’arganier est calculée par le test Anova (Sidak’s
multiple comparisons) ; #p < 0,05 .
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5.2 Incidence sur activité enzymatique de superoxyde dismutase totale

La superoxyde dismutase est capable de dismuter I’anion superoxide en peroxyde
d’hydrogéne (H,O;) et en oxygéne moléculaire, qui pourrait étre pris en charge par des
enzymes a activité peroxydase. Les résultats montrent qu’au niveau de 1’hippocampe,
I’activité de la SOD a été augmentée seulement chez les rats traités avec 6% des huiles (colza,
olive et argan) (Figure 74 A), alors qu’au niveau du foie, I’activit¢é de la SOD a été
augmentée chez les rats traités avec 6% des huiles (colza, olive, argan) et 14,3% de la poudre
d’amande d’arganier par rapport au controle (Figure 74 C). Cependant, au niveau du cortex,
cette activité a été diminuée chez les rats traités avec 6% des huiles (colza, olive, argan) et
14,3% de la poudre d’amande d’arganier par rapport au controle (Figure 74 B). Toutefois,
une augmentation marquée de 1’activité de la SOD a été observée au niveau de 1”hippocampe
et du foie chez les rats traités avec le chlorure d’aluminium (Figure 74 A-C). Cette activité a
diminué d’une maniére significative dans le cortex chez les rats traités avec le chlorure
d’aluminium (Figure 74 B). Chez les rats traités avec les huiles (colza, olive, argan) et la
poudre d’amande d’arganier, associés au chlorure d’aluminium, seulement la poudre
d’amande d’arganier s’oppose a I’augmentation de 1’activité de la SOD induite par le chlorure
de I’aluminium au niveau de I’hippocampe, tandis qu’aucune variation de cette activité n’a été

observée au niveau du cortex et foie comparativement avec les rats controles.
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Figure 74: Effet du chlorurue d’aluminuim associé ou non a ’huile d’argan et ou a la poudre d’amande d’arganier sur ’activité
enzymatique de la superoxyde dismutase (umol/min/mg protéine) de I’hippocampe, cortex et foie

Les résultats sont présentés en moyenne * ecart type. La significativité entre le rat contréle et les rats traités avec [’huile d’argan, de colza,
d’olive et de la poudre d’amande d’arganier est calculée par le test Anova (Sidak’s multiple comparisons); * p < 0,05. La significativité entre
les cellules traitées par I’AICI3 et AlCl3 avec I'huile d’argan, de colza, d’olive et de la poudre d’amande d’arganier est calculée par le test
Anova (Sidak’s multiple comparisons) ; #p < 0,05 .
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5.3 Incidence sur lactivité enzymatique du glutathion peroxydase

La GPx fait partie d’un systéme complet qui joue un role central dans le mécanisme
d’élimination du H,0,. Ce systéme prend aussi en charge des lipids peroxydés. La GPx est
I’enzyme clés du systeme et nécessite la présence de GSH comme donneur d’électron. Les
résultats montrent qu’au niveau de 1’hippocampe, une augmentation significative de 1’activité
de la GPx a été observée chez les rats traités avec 6% des huiles (colza, olive, argan) et 14,3%
de la poudre d’amande d’arganier par rapport au controle (Figure 75 A). Elle en est de méme
pour les rats traités avec le chlorure d’aluminium (Figure 75 A). Toutefois, au niveau du
cortex, une diminution marquée de 1’activité de la GPx a été observée chez les rats traités avec
le chlorure d’aluminium (Figure 75 B). Cette diminution de 1’activité de la GPx a été attenuée

en présence des huiles (colza, olive, argan) et la poudre d’amande d’arganier (Figure 75 B).

205



Résultat

Hippocampe

(umol'min/mg protéine)
(=] =] -
#
Activite GPx
{umol/'min/mg protéine)
o i =] 1)
e, (7]

¥ P PPy e 2= s = ™ - =
< & S &5 -2 3 P 51 = 1=
o - o = e 3 & S8 - ]
o e e & & e o o & o
& S & 5 B e o -
a = - é{‘} = = "'SF &
o - 2 & ‘,e_{*’ o \\3 §'§
\-3“& $&'
2 - 37 e
e - il
— & o= -2 e
= &5 = &=
2 = ] =
= = a £ I <9
© £ L5 e r F
= E 4 = =
=8 . E5 -
= 5 = =
EE = 1 }F
= = 2 =
- g =,
o
= 2
L =
b o
™ —_
e =
— (] =
=
2 = - E
e = s # =
= s 5 B
S E sz
= =
=3 4 = =5
£ + = £.E
=1 * i
2 3 - =
E + =
= & =
= N =
] =
— 1 | I-‘-l
o
@ P | AT v
Ty I o
S aesgec <& o & L L
- &= U S ol
\Q'\"‘ A g K _szb = = ;f.?
TS & o FF gF s
3 ~ o5 & S
S & o
&F & o F
el o P
Sl - =
- = ‘_\;@

Figure 75: Effet du chlorure d’aluminuim associé ou non a ’huile d’argan et ou a la poudre d’amande d’arganier sur
Dactivité enzymatique du glutathion peroxydase (umol/min/mg protéine) de I’hippocampe et le cortex
Les résultats sont présentés en moyenne + écart type. La significativité entre le rat controle et les rats traités avec l’huile d’argan,
de colza, d’olive et de la poudre d’ amande d’arganier est calculée par le test Anova (Sidak’s multiple comparisons); * p < 0,05 .La
significativité entre les cellules traitées par I’AICI3 et AlICls avec [’huile d’argan, de colza, d’olive et de la poudre d’amande
d’arganier est calculée par le test Anova (Sidak’s multiple comparisons) ; #p < 0,05 .
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5.4 Quantification du glutathion réduit

D’aprés la figure 80, une augmentation significative de I’activité GSH a été constatée
chez les rats traités avec le chlorure d’aluminium au niveau de 1I’hippocampe. L’augmentation
de cette activité a été attenuée chez les rats traités seulement avec 6% de I’huile de colza et
14,3% de la poudre d’amande associés au chlorure d’aluminium (100 mg/kg) (Figure 76 A).
Au niveau du cortex une diminution significative de I’activité du GSH a été observée chez les
rats traités avec 6% des huiles (colza, olive, argan) et 14,3% de la poudre d’amande
d’arganier par rapport au controle. Il en est de méme chez les rats traités avec le chlorure
d’aluminium (Figure 76 B). Concerant le foie, une augmentation de I’activit¢ GSH a été
observée chez les rats traités avec 6% des huiles (colza, argan) et 14,3% de poudre d’amande
d’arganier par rapport au contrdle. Elle en est de méme chez les rats traités avec le chlorure

d’aluminium (Figure 76 C).

207



Résultats

A c
Hippocampe Cortex Foie
e a0 20
£
=
= E ) .
&2 15 - .
= B . +
=5
= B 10
= *
= = u.
== 1 A =
g s |"'| | |
=
ok ok
P Sl o o -] -] el s o] - > >
L (] o (] = = -] £ 4 "
‘__5.4“ \\p‘\ - & - e E 15‘\ o n.;“& \ﬁ\“ o = - e \\.;_
< 3 e & & & L &2 "
s & %"b %‘S & '&'3' & < -»“-‘9'
o oF s & RS ¥ RS X \,&3’ P
: & :
«33' e \"‘U'
= 30 =¥ 2 12 =¥ = 20 +F
= = _wE =l P
£ & E 1w = £ =
= E <= * £ 1 A . HE s = :
S0 2 w 3 LI
-] -] & 8
E3 g & =1 -E 10
22 = 2=
S} 10 =) 4 E] -
g g El 5
g s
=) 2 2 =
]
&‘L .&r‘:
u'_“¢ Q\\v—
o
A
.
_ 0 r
=
_'_E o -
= 2 o .8 _ = *
w1 g, (4] - 15 b
o o 1 = E .
] = VTR 3
=8 E i =
= 2 E 1w }
- ZE
£ 8
=3
: E |-‘-|
=
~

Figure 76: Effet de chlorurue d’aluminuim associé ou non a I’huile d’argan et ou a la poudre d’amande d’arganier sur Iactivité
du glutathion réduit (umol/min/mg protéine) de I’hippocampe, cortex et foie
Les résultats sont présentés en moyenne * écart type. La significativité entre le rat contréle et les rats traites avec [’huile d’argan, de
colza, d’olive et de la poudre d’amande d’arganier est calculée par le test Anova (Sidak’s multiple comparisons); * p < 0,05. La

significativité entre les cellules traitées par I’AICI3 et AICl3 avec I’huile d’argan, de colza, d’olive et de la poudre d’amande d’arganier
est calculée par le test Anova (Sidak’s multiple comparisons) ; #p < 0,05.
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6. Fragmentation d’ADN

L’analyse de la fragmentation de I'ADN par électrophorése sur gel d'agarose de
certaines régions du cerveau de rats (hippocampe et cortex), n’a entrainé aucune
fragmentation d’ADN au niveau de ces zones, suite a une exposition au chlorure d’aluminuim

a la concentration (100 mg/kg) pendant 42 jours.

7. Histologie

Apreés observation au microscope a fluorescence, des lames des différents organes
(Foie, hippocampe et cortex), il s’est avéré qu’aucun de ces organes ne présentait de
dommages (résultats non présentés). Ceci peut-étre expliqué par le fait que, la concentration
de chlorure d’aluminium utilisée, bien qu’elle ait provoquée une légére accumulation au sein

de ces organes, n’était pas suffisamment élevée pour causer des dégats.
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I. Chapitre : Evaluation des parameétres chimiques d’Argania spinosa et de I’huile

d’argan et évaluation de leur potentiel anti-oxydant

L’étude des parameétres chimiques de differentes parties d’arganier a savoir 1’amande,
la coque, la pulpe et les feuilles a pour but de caractériser la plante en terme de teneur d’eau,
de matiére minérale, de lipides, de proteines et de sucres, ainsi que de faire une comparaison
entre les deux régions étudiées Berkane (Oujda, Nord-Est du Maroc) et Targa (Agadir, Sud-
Ouest du Maroc). Nous nous sommes aussi inetressés a déterminer la teneur en composés

phénoliques des extraits d’arganier ainsi que d’évaluer leur pouvoir antioxydants.

1. Détermination de la teneur des polyphénols des extraits d’arganier

Les polyphénols ont recu une attention particuliere ces derniers temps (Marfil et al.,
2011 ; Cayuela et al., 2008). Se sont des produits naturels de grande valeur (Balasundram
et al., 2006) et dotés de nombreuses propriétés physiologiques qui les rends capables de
protéger les cellules contre les dommages causés par les radicaux libres (Zheng et al., 2010 ;
Sies, 2010 ; ElI Monfalouti et al., 2010). Les polyphénols peuvent aussi prévenir les maladies
dégénératives (Del Rio et al., 2010) et ils sont dotés des autres propriétés antioxydantes
(Gomez-Caravaca et al., 2006 ; Muanda et al., 2011). Les polyphénols de I'huile d'argan
sont connus posséder des propriétés intéressantes thérapeutiques (Khallouki et al., 2003).
Plusieurs études phytochimiques sur les parties de I'arbre de I'arganier ou sous-produits ont
déja été réalisées avec une attention particuliere aux polyphénols (Rojas et al., 2005 ;
Charrouf and Guillaume, 2007).

Afin de quantifier la teneur en polyphénols totaux de I’amande et les sous-produits de
I’arganier des deux régions Berkane et Agadir, il semble particuliérement intéressant d’étudier
la nature des polyphénols totaux de cette plante et éventuellement de tenter de les valoriser.
En effet, nous nous sommes intéressés a analyser ces résultats, en mettant 1’accent sur la
composition en terme de polyphénols des différentes parties de la plantes de ces deux
régions. La teneur en composés phénoliques des différentes parties de 1’arganier de la région
de Berkane et celle d’Agadir a été évaluée par la méthode colorimétrique de Folin Ciocalteau.
Les résultats montrent que la région de Berkane contient légerement plus de polyphénols par
rapport a la région d’Agadir. Cela a été démontré via la différence de grandeurs trouvées dans
les différentes parties de la plante de ces deux régions.
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En revanche, I’amande d’arganier contient peu de polyphénols quelle que soit la
région considérée, ce qui refléte la faible teneur en polyphénols trouvée dans 1’huile d’argan
(EIl Monfalouti et al., 2010 ; Rojas et al., 2005). Davantage, si on compare nos résultats par
rapport aux travaux antérieurs, la quantité de polyphénols présente dans la pulpe et ’amande
reste beaucoup plus faible par rapport & EI Monfalouti et al. (EI Monfalouti et al., 2010). Le
contenu polyphénolique varie qualitativement et quantitativement d’une plante a ’autre et
cette différence des teneurs en polyphénols des différentes parties de 1’arganier de la région de

Berkane et d’Agadir peut étre attribuée a plusieurs facteurs :

- facteurs climatiques et environnmentaux : la zone géographique, sécheresse, type de
sol (aride ou semi-aride), agressions et maladies, altitude, température, pluie, salinté et
I’exposition solaire.

- le patrimoine génétique, la période de la récolte et le stade de développement de la plante
(Miliauskas et al., 2004).

- la méthode de quantification peut également influencer 1’estimation de la teneur des phénols
totaux (Lee et al., 2003).

2. Détermination de la teneur de flavonoides des extraits d’arganier

Les flavonoides sont des métabolites secondaires ubiquistes des plantes, appartiennent
au vaste groupe des polyphénols qui sont biologiquement et chimiquement tres diversifiés.
Plusieurs études ont déja démontré le rble indéniable que jouent les flavonoides autant
qu’antioxydants. On estime que 2 % environ du carbone organique photo-synthétisé par les
plantes, soit quelques 109 tonnes par an, est converti en flavonoides (Lhuillier, 2007). La
raison principale pour laquelle on a choisi cette classe de polyphénols, réside dans le fait que
les flavonoides constituent la classe polyphénolique la plus importante, avec plus de 5000
composés déja décrits (Gomez-Caravaca et al., 2006). Les flavonoides sont considérés
comme des micronutriments importants puisqu’ils peuvent jouer des roles antioxydants ou
posséder des propriétés biologiques diverses (Milane, 2004). Cependant la qualité
nutritionnelle et les effets systémiques des flavonoides dépendent de leur absorption au niveau
du tractus digestif. La quercétine est régulierement consommeée par 1’homme car c'est le
flavonoide principal trouvé dans le régime alimentaire (Tieppo et al., 2007). Leur ingestion
diététique est tout a fait haute, comparée a d'autres antioxydants diététiques comme les

vitamines C et E (Fiorentino et al., 2007).
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Les résultats obtenus montrent que la pulpe des deux régions Berkane et Agadir est la
partie la plus riche en flavonoides. A ’opposé, I’amande contient que des quantités minimes
en flavonoides par rapport a d’autres parties de 1’arganier. Tout comme pour les polyphénols,
la région de Berkane contient plus de flavonoides par rapport a la région d’Agadir. La
difféerence des teneurs en flavonoides pourrait étre due aux différents facteurs précités
auparavant (paragraphe polyphénols). En effet, ces flavonoides jouent un réle important dans
la protection des plantes vis-a-vis des différentes agressions de I’environnement (Fahmi et
al., 2013).

En conclusion, les differences des teneurs en polyphénols et flavonoides obtenues dans
les différentes parties d’argnanier (amande, coque, pulpe, feuilles, rameaux) dans deux
régions Berkane (Nord-Est du Maroc) et Agadir (Sud-Ouest du Maroc) sont dues en grande
partie aux facteurs environnementaux précités. La richesse des différentes parties de la région
Berkane en polyphénols et flavonoides pourrait s’expliquer en moins en partie en raison de
I’adaptation de I’arganier aux conditions climatiques arides et semi-arides, qui augmentent la
synthése des composés phénoliques pour s’adapter au climat de la région de Berkane ce qui
explique la grande teneur en polyphénols dans cette région. Il a été montré que les plantes
répondent aux stimuli environnementaux en synthétisant les composés phénoliques qui

peuvent les protéger contre différentes agressions (Fahmi et al., 2013 ; Misirli et al., 2000).

3. Evaluation de ’activité antioxydante des extraits d’arganier par piégeage du
radical libre DPPH et réduction du fer

L’activité antioxydante des différents extraits d’arganier a été évaluée par deux

méthodes : la réduction du fer et le piégeage du radical libre DPPH

L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister a I’oxydation
(Rice-Evans et al., 1995). De nombreuses méthodes sont utilisées actuellement pour évaluer
cette activité. Le radical DPPH a été largement utilisé pour 1’étude de 1’activité antiradicalaire
des différents extraits végétaux. Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle fut I’un
des premiers radicaux libres utilisés pour étudier la relation structure—activité antioxydante
des composés phénoliques (Brand-Williams et al., 1995). 1l posséde un électron non apparié
sur un atome du pont d’azote. La réduction de ce radical s’accompagne par son passage de la
couleur violette caractéristique de la solution de DPPH a la couleur jaune mesurable par

spectrophotométrie a 517 nm.
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La deuxiéme méthode utilsée pour mesurer la puissance de nos extraits a réduire le
Fe*® en fer ferreux Fe*? est la méthode de FRAP. Les résultats de ces deux méthodes ont
montré que certains extraits possédent un pouvoir antioxydant puissant alors que d’autres ne
I’en possédent pas. Ces extraits appartiennent a la région de Berkane. Notons qu’avec la

méthode de FRAP, nous avon évalué que peu d’extraits qui ont le pouvoir réducteur de fer.

Ainsi, la plante Argania spinosa qui contient une quantité considérable de polyphénols
et de flavonoides peut jouer un rble majeur dans l'inhibition antioxydante. Les résultats
obtenus en DPPH et FRAP ont indiqué que cette plante peut étre utilisée comme source

naturelle d’antioxydants facilement accessible.

4. Composition de I’huile d’argan

L'huile d'argan est caractérisée par des niveaux élevés d'acides linoléiques et oléiques
et elle est riche en polyphénols et en tocophérols, qui présentent une activité antioxydante
importante (Yaghmur et al., 2001; Cabrera-Vique et al., 2012). En outre, la présence de
composes mineurs, tels que les stérols, contribuent a sa valeur nutritionnelle, ses
caractéristiques diététiques et organoleptiques, ainsi que ses propriétés de conservation
(Khallouki et al., 2003 ; Cherki et al., 2006 ; Yaghmur et al., 2001 ; Marfil et al., 2008).
Les profils des acides gras dans I’huile d’argan sont proches et conformément aux données
précédemment rapportées (Khallouki et al., 2003 ; Charrouf and Guillaume, 2008), qui ont
indiqué que ’acide oléique (C18:1n-9) est le principal acide gras insaturé trouvé dans 1’huile
d’argan, suivi de prés de I'acide linoléique (C18: 2n-6), de I'acide palmitique (C16:0) et de
I'acide stéarique (C18:0). Toutefois, le principal tocophérol rapporté dans I’huile d'argan
d’Agadir est I’a-tocophérol, ce qui n’est pas en corcordance avec la littérature. Nos résultats
montrent que 1’y-tocophérol est le tocophérol prédominant dans 1’huile d’argan de Berkane.
Ceci est en accord avec les données précédemment rapportées (Khallouki et al., 2003 ;
Charrouf and Guillaume, 2008). Par consequent, le principal stérol détecté dans 1’huile
d'argan de Berkane est spinastérol et dans 1’huile d’argan d’Agadir est le schotténol. Notons
que nos huiles d’argan contiennent de trés faibles traces de polyphénols par rapport a la
littérature. Ces variations de la composition des huiles d'argan peuvent étre attribuées en
grande partie a des facteurs genotypiques environnementaux, en particulier le climat et
I'altitude, mais aussi le processus d'extraction de I'huile, le type de sol (aride ou semi-aride), la
température, la pluie, la sécheresse, la maturité des fruits et I'année de récolte (Hillali et al,
2005 ; Ferradous et al., 1996).
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Il. Chapitre : Evaluation des effets protecteurs de I’huile d’argan sur la toxicité

induite par le 7-cétocholestérol et le chlorure d’aluminium

De nombreuses études nutritionnelles et épidémiologiques montrent que des
antioxydants naturels peuvent prévenir sinon soulager certaines formes de ces maladies. Des
études, actuellement en cours, aussi bien que des futures recherches, apporteront des eléments
supplémentaires sur le réle spécifique des antioxydants naturels dans la prévention contre les
maladies neurodégénératives. Actuellement, I’intérét pour 1’huile d’argan et pour ses effets
physiologiques s’est considérablement développé, ce qui a eu pour résultat, de faire passer le
statu de cette huile d’un produit alimentaire diététique a celui d’un produit trés prisé pour ses
qualités anti-oxydantes et nutritionnelles. L’huile d’argan, une des ressources naturelles du
Maroc, se caractérise par une composition particuliére divisée en deux fractions. La fraction
insaponifiable représente 1% de 1’huile d’argan, composée par les polyphénols, les stérols et
les tocophérols (Khallouki et al., 2003), et la fraction saponifiable triglycéridique qui
représente 99% de 1'huile d’argan. L'analyse des acides gras de la fraction triglycéridique
montre que I’huile d'argan est riche en acide oléique et en acide linoléique qui lui confére une
composition en acide gras unique parmi les huiles végétales, représentant tous les deux pres
de 80%, ayant la particularit¢ d’étre présents en proportions €quilibrées dans 1’huile d’argan
par rapport aux autres huiles naturelles (Cherki et al., 2005). L’huile d’argan posséde des
propriétés hypolipidémiantes et antioxydantes qui pourraient s’avérer bénéfiques dans la
prévention des maladies cardiovasculaires (Cherki et al., 2005 ; Drissi et al., 2004). Par
contre, son role potentiel dans les fonctions neurologigues n’est pas encore connu. L’objectif
des travaux présentés dans ce manuscrit est de déterminer les effets d’une consommation
d’huile d’argan sur certains aspects neurologiques in vivo et in vitro.

Afin de préciser la part prise par le 7KC et I’AICl; dans la neurodégénéréscence et
particulierement dans la MA, I’huile d’argan ou certains de ses composants s’opposent, entre
autre, aux effets délétéres induits par 7KC et I’AICI3. Des études ont éte réalisées in vitro sur
des cellules d’oligodendrocytes murins 158N et in vivo sur des rats Winstar afin de

caractériser cette toxicité.
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1. Evaluation des effets protecteurs de I’huile d’argan sur la cytotoxicité induite
par le 7-cétocholestérol: effets sur les organites cellulaires (mitochondries,
peroxysomes et lysosomes) et sur ’activation de la mort cellulaire

Dans le cadre des maladies neurodégénératives et en particulier la MA, les
modifications cellulaires associées a la neurodégénéréscence s’accompagnent d’une altération
des mitochondries et d’un stress oxydant pouvant conduire a la mort cellulaire ce qui pourrait
expliquer, au moins en partie, I’atrophie cérébrale chez les malades alzheimer. Pour aborder la
part prise par le 7-cétocholestérol et 1’ AlCI3; dans ces modifications importantes survenant au
niveau du systéme nerveux central, des oligodendrocytes murins 158N ont été mises en
présence du 7KC et d’AlCl; identifiés en quantité augmentée chez les patients Alzheimer.

Dans ces conditions, sur les cellules 158N traitées par 7KC, les modifications
suivantes ont ¢été¢ identifiées : inhibition de la croissance cellulaire, perte d’adhésion,
modification des caractéristiques fonctionnelles de la mitochondrie (chute de potentiel
transmembranaire mitochondrial A¥m), rupture de [’équilibre RedOx (surproduction
d’especes radicalaires de 1’oxygeéne), augmentation de la perméabilité de la membrane
cytoplasmique a I’iodure de propidium, induction d’apoptose et d’autophagie, diminution de
la prolifération et dysfonctions du lysosome. Cette lipotoxicité sur les celules 158N affecte
I’expression des marqueurs peroxysomaux (ABCD1, ABCD2, ABCD3, ACOX1) ainsi que
I’expression de facteur de transcription PPARa au niveau cellulaire. Cependant, le traitement
des cellules 158N en présence d’une gamme de concentration d’AlCl; (62,5-1000 uM) a
montré une accumulation de ce métal par les cellules 158N, une surproduction des ERO

accompagnée de mort cellulaire.

1.1 Effets du chlorure d’aluminium : accumulation, stress oxydatif et mort
cellulaire

La plupart des études supportant 1’association du Morin avec les métaux ont attiré
l'attention sur l'instruction de la stoechiométrie de ce complexe et la détermination des sites
possibles de liaison (Gutierrez and Gehlen, 2002). En effet, I’accumulation du chlorure
d’aluminium par les cellules a été évaluée par le Morin hydrate, un fluorochrome qui forme
un complexe fluorescent en vert quand il se lit a I’AICl3 : Morin — AICl;. Le traitement des
cellules 158N avec I’AICl3 aux concentrations allant de 62,5 a 1000 uM montre une
augmentation significative et dose dépendante des concentrations d’AlCl3 accumulées par les
cellules. Cette accumulation d’AICl; a été statistiquement significative & partir de la plus

faible concentration de la gamme (62,5 pM). L’accumulation du 1I’AlCl3 dans le milieu
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DMEM contenant le sérum pourrait étre expliquée au moins en partie que 1’accumulation de
I’AlCI3 se fait par sa liaison aux récepteurs de la protéine sérique, la transferrine, ce qui
conduit son internalisation et donc son accumulation a l'intérieur des endosomes par
endocytose qui sont les cibles potentielles de 1’Al qui reste a confirmer (Morris et al., 1987 ;
Levesque et al., 2000). L’Al accumulé dans le cerveau peut traverser la barriéere
hématoencéphalique par endocytose médiee par le récepteur transferrine (Exley et al., 1996).
Notons aussi que 1’Al peut déplacer 1’équilibre de fixation de Fe*" en faveur de AI** sur la
transferrine (Martin et al., 1987; Van Landeghem et al., 1997 ; Tang et al., 1995).

En accord avec les résultats obtenus sur les oligodendrocytes murins 158N,
I'accumulation de I’AICI; a été bien démontrée sur les cellules neuronales et astrocytaires.
Cette ¢tude a montré que 1’accumulation de 1’aluminium dépends de sa spéciation neuronale
par rapport aux cellules gliales : le ciblage préférentiel de I'aluminium pour les neurones est
compatible avec les concentrations cérébrales en aluminium trouvées chez des patients
hémodialysés qui etaient quatre fois plus dans la matiére grise que dans la substance blanche
(Burwen et al., 1995). L’AICl; est préférentiellement absorbé par les astrocytes, supportant
en outre l'idée que la nature du ligand d'aluminium peut avoir un impact sur la vitesse
apparente de lI'accumulation d'aluminium dans les cellules neuronales et non neuronales in
vivo. Dans la présente étude, il apparait que l'aluminium est capable de pénétrer dans les
oligodendrocytes murins 158N par un mécanisme qui est encore indéterminé. Cette
accumulation a été atténuée par deux types d’huile d’argan (alimentaire et cosmétique), ainsi
que ses composants majoritaires (a-tocophérol, schotténol, spinastérol et acide férulique).
Notons que I’huile d’argan se caractérise par sa richesse en oa-tocophérol, schotténol,
spinastérol et acide férulique (Khallouki et al., 2003) qui lui confere des propriétés
particuliéres, ce qui explique ses effets protecteurs contre les maladies neurodégénératives. En
revanche, cette composition particuliére, donne a 1’huile d’argan la capacité d’avoir un
potentiel protecteur mais qui reste a démontrer sur le plan moléculaire. Les résultats obtenus
pourraient étre dus, en moins en partie, au potentiel chélateur de 1’a-tocophérol, des
phytostérols et des polyphénols a piéger les radicaux libres. Abubakar et al., (2004) ont
montré que 1I’a-tocophérol est capable de chélater les ERO, ce qui peut préserver la fonction
de la membrane cellulaire, y compris le transport d'ions et la fluidité de la membrane. L’a-
tocophérol peut potentiellement diminuer le taux de peroxydation des lipides, et également
empécher la libération des ions Fe?*qui provoquent la fragilité de la membrane et I'épuisement

des antioxydants. De méme, les phytostérols (schotténol et spinastérol) ont été démontrés
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d’avoir des effets protecteurs contre la production des ERO (Fuhrman et al., 2007;
Summanen et al., 2003). Aquilano et al., (2008) ont montré que les polyphénols, comme
I’acide férulique, sont caractérisés par leur capacité a pénétrer la barriere hématoencéphalique
et de pieger les ERO, ainsi de chélater les ions métalliques. Plusieurs résultats suggerent que
les phytostérols, sont responsables, au moins en partie, des effets préventifs des maladies dues
a la production des ERO (Vivacons and Moreno, 2005). L’huile d’argan contient une
quantité importante de squaléne, allant jusqu’a 321 mg/100 g (Khallouki et al., 2003), elle
agit aussi comme puissant piégeur de radicaux d’oxygene réactifs a la surface de la peau
humaine (Kohno et al., 1995).

1.2 Effet du 7-cétocholestérol et du chlorure d’aluminium sur la
mitochondrie et activation de la mort cellulaire

Les mitochondries sont particulierement importantes dans le systeme nerveux et
nécessitent environ 20% de consommation totale d'oxygéne pour le soutien de I'énergie
neuronale (Shulman et al.,, 2004). Les fonctions des mitochondries incluent la
phosphorylation oxydative nécessaire pour la production de I’ATP, mais elles jouent aussi des
roles importants dans I’homéostasie ionique, dans plusieurs voies métaboliques, dans
I’apoptose et la mort cellulaire en général et dans la production et la dégradation des ERO
(Beal, 2007 ; Brinton, 2008). Les dysfonctionnements mitochondriaux ont été impliqués dans
la pathogenese des maladies neurodégénératives, y compris la maladie alzheimer, qui sont
caractérisées par un hypométabolisme cérébral et une homéostasie altérée dans le statu redox.
Une diminution de l'activité mitochondriale, y compris la phosphorylation oxydative, le
niveau des protéines et l'activité des complexes impliqués dans la chaine des transport
d’¢éléctron, peuvent étre observés avec 1'age (Grimm et al., 2016 ; Leuner et al., 2012). 1l est
tres important de maintenir la fonction normale mitochondriale dans les neurones. Les
modifications de la structure et la fonction mitochondriale diminuent le niveau d'énergie dans
les neurones et conduisent donc a une série d'événements dans la cellule tels que la

dépolarisation des menbranes cellulaire (Niu et al., 2005).

Nos résultats obtenus sur les oligodendrocytes murins 158N, montrent que le 7KC (25
pMM) induit une diminution de la prolifération cellulaire visualisée par microscopie a contraste
de phase et comptage en présence de bleu trypan. Ces effets sur la croissance cellulaire ont été
confirmés par coloration au crystal violet qui permet d’évaluer 1’état de confluence en

colorant le noyau des cellules.
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La diminution de I’activité succinate deshydrogénase par I’intermédiaire du MTT a
conduit & envisager des altérations mitochondriales sous 1’effet du 7KC. Ces résultats sont en
concordance avec la littérature (Zarrouk et al., 2016¢ ; Nury et al.,, 2015). Les effets
neurotoxiques du 7KC, via la diminution de I'activité mitochondriale, ont été confirmés avec
l'utilisation du DiOCg(3), une sonde fluorescente permettant de mesurer le potentiel
transmembranaire mitochondrial (A¥m) afin de caractériser un désordre de D’activité
métabolique mitochondriale et la mort cellulaire & un stade précoce. En utilisant cette sonde,
le pourcentage de cellules avec des mitochondries dépolarisées augmente de 50% par rapport
aux cellules contrdles démontrant un impact significatif du 7KC sur l'activité mitochondriale
dont la diminution peut contribuer au déclenchement de la mort cellulaire. Des altérations du
potentiel mitochondrial sous I’effet du 7KC a différentes concentrations (12,5 ; 25 et 50 uM),
ont aussi été déemontrées sur des cellules gliales BV-2 (El kharrassi et al., 2014), et des
cellules B-pancréatiques murines (MIN-6) (Boumhras et al., 2012). Cet impact du 7KC sur la
mitochondrie s’avere avoir un effet néfaste quelque soit le type et 1’origine des cellules
considérées. De plus, la dépolarisation mitochondriale induite par le 7KC pourrait étre
impliquée dans des voies métaboliques PDK1 / PKB (Akt) (Ragot et al., 2011; Ragot et al.,
2013) qui sont souvent perturbées avec 1’age (Petit-Paitel, 2010).

Tout comme le 7KC, la caractérisation du désordre de I’activité métabolique
mitochondriale causée par le chlorure d’aluminium, a été étudiée sur les cellules 158N via la
mesure du potentiel transmembranaire mitochondrial (A¥m) en utilisant la sonde DiOCg(3).
Les résultats obtenus, montrent que 1’AlCI3 induit une augmentation significative et dose
dépendante du pourcentage des cellules avec mitochondries dépolarisées. Des altérations du
potentiel mitochondrial sous ’effet du I’AlICI3 a différentes concentrations allant de 62,5 a
1000 uM ont aussi été démontrées sur des cellules neuronales (Niu et al., 2005), sur les
cellules d'astrocytome humain (Lemire et al., 2009), cellules phéochromocytomes de rat
(PC12), modele qui présente des propriétés analogues aux neurones. L’Al modifie les
propriétés membranaires de ces cellules neuronales, et représente donc une cible plausible
pour la neurotoxicité a I’Al. Les modifications du potentiel de membrane peuvent avoir un
impact dramatique sur la communication cellulaire en particulier dans les neurones et peuvent
étre un mécanisme important dans la neurotoxicité a I’Al (Johnson et al., 2005). I’Al peut
également provoquer des dommages structuraux de la mitochondrie sur les cellules NT2
(Griffioen et al., 2004 ; Dewitt et al., 2006).
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La chute du potentiel transmenbranaire mitochondrial peut contribuer au
déclenchement des trois grands types de mort cellulaire qui sont connus : apotose (mort
cellulaire de type 1), autophagie (mort cellulaire de type Il), et nécrose (mort cellulaire de type
1) (Kroemer et al., 2009). Globalement, la mort cellulaire est un processus essentiel au
maintien de I’homéostasie cellulaire et tissulaire, au développement et a la différenciation
cellulaire. Elle est donc indispensable a la cellule pour s’adapter & un certains mécanismes. En
accord avec les résultats obtenus par Zarrouk et al. (Zarrouk et al., 2016c) sur les
oligodendrocytes murins 158N, une augmentation du nombre de cellules avec des noyaux
condenses et/ou fragmentés révélés par coloration au Hoechst 33342 pourrait étre considéree
comme un indice d’apoptose. Toutefois, I’augmentation de la perméabilité¢ a 1’iodure de
propidium, observée dans les cellules traitées avec le 7KC a montré a plusieurs reprises que
certains oxystérols sont des inducteurs de mort cellulaire (Nury et al., 2015 ; Zarrouk et al.,
2016c¢). Le 7KC induit, dans de nombreux types cellulaires, la mort par apoptose dépendante
ou indépendante de la caspase 3 (Prunet et al., 2005). De plus, 7KC induit a la fois un stress
oxydant et de I’apoptose accompagnée d’autophagie sur les cellules U937 pour lequel le
terme ‘oxiapoptophagy’ a été proposé (Monier et al., 2003).

De méme, I'utilisation de 1’iodure de propidium permet de distinguer les cellules
viables des cellules non viables. Les cellules vivantes excluent I’iodure de propidium, tandis
que les cellules mortes le sont perméables. L’agmentatation marquée de la perméabilité
cellulaire a I’iodure de propidium des cellules 158N a été observée a partir de la concentration
125 uM, dans les cellules traitées avec I’AICI3. Plusieurs études ont reporté que la mort
cellulaire pourrait étre en partie due au surproduction des ERO. La mort cellulaire sous 1’effet
d’AlICl; a été bien démontrée sur des cellules neuronales & la concentration de 500 uM (Niu
et al., 2005), sur des neurones et des cellules gliales (Suarez-Fernandez et al., 1999), sur des
cellules corticales des rats (Zhang et al., 2008), et sur des cellules neuroblastoma (SH-SY5Y)
traitées avec I’AlCl; pendant 24 h et qui a montré la mort par une combinaison de I'apoptose
et la nécrose. L’ Al peut également provoquer I’apoptose des astrocytes. Dans la mesure ou les
astrocytes sont essentiels au maintien de la santé neuronale, toute perte de fonction des
astrocytes peut se révéler toxique pour les neurones (Aremu and Meshitsuka, 2005). I’Al
induit 1’apoptose comme le montre la fragmentation nucléaire et de la condensation de la
chromatine, les dommages a I'ADN et libération du cytochrome c. Il a été démontré que I’Al
maltolate induit 1’apoptose dans les cellules PC-12 (Ohyashiki et al., 2002 ; Tsubouchi et

al., 2001), les neurones corticaux (Fu et al., 2003) et les cellules Neuro-2a (Johnson et al.,
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2005). Auparavant, I’Al a été largement utilisé en tant qu’un agent induisant la mort pour
induire une dégenérescence cellulaire, en particulier dans la MA (Savory et al., 2006 ;
Kawahara, 2005 ; Gupta et al., 2005 ). En outre, il a été suggéeré que 1’Al induit I’apoptose,
stress oxydatif et la perturbation du transport axonal. Ces énévenements sont liés d'une
maniere a favoriser la neurodégénérescence (Bharathi et al., 2006 ; Suarez-Fernandez et
al., 1999). Ce dysfonctionnement mitochondrial pourrait étre expliqué , au moins en partie, en
raison d'un excés de production des ERO, qui a leur tour favorisent l'altération des principales
enzymes impliquées dans I'oxydation de phosphorylation (Galea et al., 2012), et contribuent
par conséquent a une carbonylation des protéines de la chaine respiratoire, une altération du
métabolisme mitochondrial et a I'échec bioénergétique qui est au coeur de plusieurs maladies
liées a I'age.

1.3 Effet du 7-cétocholestérol sur les lysosomes et ’activation de la mort
cellulaire

La perturbation mitochondriale, ainsi que la production du stress oxydatif, peuvent
également étre liées a la perturbation d’autres organites tels que les lysosomes. La
perturbation lysosomiale peut étre révélée par 1’altération de la membrane. Il a été bien
signalé que la perte de I’intégrit¢é de la membrane lysosomiale peut étre a I’origine de
I’apoptose ou d’autres types de la mort cellulaire (Guicciardi et al., 2004 ; Erdal et al.,
2005). Plusieurs stimuli peuvent provoquer la rupture de la membrane lysosomiale, en
conduisant ainsi a la libération des médiateurs qui peuvent intéragir avec la mitochondrie pour
activer le processus apoptotique (Zhao et al., 2003; Fehrenbacher and Jaattela, 2005). La
membrane lysosomiale est perturbée par les oxystérols. En revanche le 7KC est capable de
provoquer chez les macrophages la déstabilisation lysosomiale et 1’induction de 1’apoptose
(Yuan et al., 2000). Plusieurs travaux ont montré qu’il y a une insertion des oxydes du
cholestérol dans les bicouches phospholipidiques des membranes, ce qui a conduit a des
modifications structurales pouvant expliquer l'activité cytotoxique de ces molécules (Massey,
2000 ; Massey and Pownal 2006).

En raison de I’identification des vésicules acides révélées par coloration a I’acridine
orange au niveau des cellules 158N taitées avec le 7KC (25 puM), une implication des
lysosomes pourrait étre supposée dans la mort cellulaire compte tenu des résultats analogues
obtenus sur les oligodendrocytes murins 158N (Nury et al., 2013). Ces changements se
produisent aux temps précoces des traitements par le 7KC (14 et 18 heures). lls pourraient
indiquer la formation de vésicules acides du type vésicules d’autophagie (Benzina et al.,
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2008). Par ailleurs, des vésicules du méme type ont été mises en évidence par un marquage a
la monodansylcadavérine sur les cellules U937 (Miguet-Alfonsi et al., 2002). En revanche,
notre temps plus long de traitement (24 h) a conduit a une déstabilisation des lysosomes. Cela
peut engendrer la libération de leur contenu enzymatique dans le cytoplasme et étre un
déclencheur de la mort cellulaire (Malvitte et al., 2008). L