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Introduction

Introduction

Aujourd’hui, le nombre de personnes souffrant de démence dans le monde est
estimé a 47,5 millions, dont 60 a 80% sont atteints par la maladie d’Alzheimer (MA).
Ce chiffre devrait doubler d’ici 2030 et tripler d’ici 2050 (d’apres le World Alzheimer
report 2074). La prévalence de la MA augmente de maniére exponentielle avec I'age,
cette augmentation étant trés marquée a partir de 65 ans. En effet la prévalence de la
MA chez les personnes agées de 65 a 75 ans est de 3% et s’éleve jusqu'a 50% chez
les personnes agées de 85 ans ou plus (Mayeux and Stern, 2012 ; Sosa-Ortiz ef al.,
2012). D’aprés lorganisation mondiale de la santé (OMS), le colt sociétal de la
démence était estimé a 604 milliards de dollars en 2010. La MA ainsi que les autres
démences sont fortement liées a I'age, or le vieillissement de la population ne cesse
d’augmenter depuis les années 1950 : le nombre de personnes agées de plus de 60
ans dépassera le nombre denfants 4gés de 0 a 14 ans en 2045 (Sosa-Ortiz et al.,
2012). Avec le vieillissement de la population, la MA est devenue un probléme majeur

de santé publique au niveau mondial avec des enjeux socio-économiques importants.

C’est une maladie dont les mécanismes pathologiques sont de mieux en mieux
connus mais dont les causes profondes restent largement a déterminer. Au-dela du
terme de démence dont le sens est socialement trés péjoratif, la MA est d’abord une
maladie de la mémoire et des synapses. C’est pourquoi nous aborderons dans la
premiére partie de notre synthése bibliographique les mécanismes biologiques
responsables de la formation et du maintien de la mémoire avant de détailler ce qui est
connu des acteurs moléculaires et cellulaires de cette maladie. Nous préciserons
notamment dans cette premiére partie le réle de la neuroinflammation qui implique des
dérivés de l'acide arachidonique (ARA). Nous nous focaliserons dans une deuxiéme
partie de notre synthése bibliographique sur I'ARA, sur son implication dans les

fonctions synaptiques et sur sa possible implication dans les mécanismes de la MA.

[l n’existe pour [linstant aucun traitement véritablement efficace contre les

mécanismes de la MA et les stratégies préventives sont balbutiantes, comme la
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connaissance des facteurs de risque des formes sporadiques de la MA. Des approches
nutritionnelles peuvent servir de base a une prévention de la MA. Aprés avoir décrit les
connaissances actuelles sur les facteurs de risque de la MA dans la premiére partie de
la synthése bibliographique, nous porterons notre attention sur les approches
nutritionnelles qui ont été tentées dans la MA, en relation avec les acides gras
polyinsaturés (AGPI). La troisieme et derniere partie de notre synthése bibliographique
sera donc consacrée a l'importance de la nutrition dans le fonctionnement cérébral et

notamment les effets des AGPI alimentaires sur la MA.

Aprés avoir énoncé les objectifs de ce travail de thése, la stratégie expérimentale
permettant de répondre a ces objectifs sera développée. Dans un premier temps les
techniques utilisées et les protocoles expérimentaux seront détaillés dans le deuxiéme
chapitre matériel et méthodes de cette thése. Dans un second temps, les résultats en
découlant seront décrits dans le troisiéme chapitre de cette thése. Les résultats obtenus
seront ensuite discutés et mis en relation avec la littérature dans le dernier chapitre

« discussion » de la thése.

Nous allons a présent détailler les différents aspects de la littérature liés a notre

travail dans le premier chapitre de cette thése, la synthése bibliographique.
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Chapitre 1 : synthése bibliographique

I. La maladie d’Alzheimer : une maladie de la mémoire

A. Bases biologiques de la mémoire

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
linformation de la mémoire. Un défaut de la mémoire, ou au contraire sa présence, est
reconnu comme la modification d’'un comportement particulier ou un changement dans la
capacité a apprendre ou a se souvenir (Stuchlik, 2014). Les premiers travaux réalisés
sur le stockage de la mémoire ont proposé la théorie d’'un changement anatomique
dans les connexions fonctionnelles établies entre deux cellules nerveuses, appelées par
la suite synapses (Foster et al, 1897). Les transmissions synaptiques sont une forme
de communication cellule-cellule bidirectionnelle et sont modifiables par elles-mémes
(Jessell and Kandel, 1993). De nombreuses études ont montré que les mécanismes de
consolidation et de stockage de la mémoire a long terme commencent au niveau de la
synapse. La signalisation trans-synaptique et le recrutement de mécanismes pré- et
postsynaptiques forment la base du stockage de la mémoire (Marrone, 2005;
Hawkins et al, 2006). L'efficacité du transfert d'informations synaptiques dans le cerveau
est modulable selon des échelles de temps allant de la milliseconde a plusieurs heures,
voire des jours. On parle alors de plasticité synaptique, phénoméne considéré comme
un élément fondamental de la mémoire. Au début des années 1980, des études ont
exploré les changements structuraux des synapses a l'origine de la consolidation de la
mémoire par I'étude de la sensibilisation, qui est une forme d’apprentissage par la peur.
L’animal apprend les propriétés d'un stimulus délétére unique. Le stockage de Ia
sensibilisation a long terme s’accompagne de deux types de changements structuraux
au niveau des synapses entre les neurones sensoriels et leur neurone cible. Le premier
changement est la réorganisation d'une synapse préexistante menant a une

augmentation du nombre et de la taille des zones actives des neurones sensoriels ainsi
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qu'une multiplication des vésicules au niveau des neurones aprés sensibilisation
(Bailey and Chen, 1983, 1988b). Le deuxiéme changement est un processus de
croissance plus extensif qui induit une augmentation par deux du nombre de bourgeons
synaptiques, qui sont lI'extrémité de [Iarborisation terminale de I'axone d'un neurone,
ainsi qu’'un agrandissement de chaque arborisation synaptique (Bailey and Chen,
1988a). Un autre type de mémoire a été étudié, la mémoire d’habituation a long terme
qui est une forme d’apprentissage dans laquelle I'organisme cesse de répondre a un
stimulus lorsque celui-ci lui a été présenté a plusieurs reprises. La mémoire
d’habituation a long terme est associée a un élagage des connexions préexistantes
avec une diminution du nombre et de la taille des zones actives ainsi qu’'une diminution
des vésicules au niveau des neurones sensoriels. Le cerveau ne pouvant pas héberger
une croissance continue de nouvelles synapses, il semble avoir la capacité de
supprimer les synapses vieilles et inappropriées. Ainsi, la mémoire est maintenue par
une croissance et un renforcement des synapses appropriées et une élimination des
synapses inappropriées (Xu et al, 2009; Yang et al, 2009; Bourne and Harris, 2011).
La plasticitt synaptique est également caractérisée par deux manifestations
électrophysiologiques importantes : la potentialisation a long terme (LTP) et la
dépression a long terme (LTD). Les LTP et LTD sont des mécanismes cellulaires
responsables de l'apprentissage hippocampique et de la mémoire (Bliss ef a/, 2014). La
LTP est induite par une libération présynaptique de glutamate par exocytose des
vésicules synaptiques. C’est une augmentation persistante de [lintensité de Ila
transmission synaptique induite par une stimulation bréve et de haute fréquence, tandis
que la LTD est une diminution persistante de lintensité de la transmission synaptique
induite par des épisodes plus longs de stimulation a basse fréquence. Plus I'ensemble
synaptique est saturé par la potentialisation, plus ces synapses résistent a des
potentialisations additionnelles. A linverse, plus la population de synapses est soumise
a une dépression, plus les stimulations ultérieures vont pouvoir contrer cette dépression
(Abraham and Bear, 1996; Abraham et al, 2001). La plasticité synaptique a également
été étudiée au niveau des épines dendritiques, notamment dans [I'hippocampe. Les

épines dendritiques jouent un réle important dans la transmission synaptique puisqu’elles
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constituent la surface de réception postsynaptique. Les dendrites sont le site majeur
d’excitation des synapses et sont trés diversifi€es par leurs tailles et leurs formes. Cette
diversité leur permet d’augmenter la surface totale postsynaptique. Ceci permet de
former plus de connexions dans un volume compact (Harris and Kater, 1994). Les
épines dendritiques contiennent de nombreuse protéines dont les récepteurs, les canaux
ioniques, les protéines d’échafaudage, les molécules de signaux enzymatiques, les
éléments du cytosquelette, et les protéines d’exocytose ou endocytose (Kennedy, 2000;
Sheng and Hoogenraad, 2007; Harris and Weinberg, 2012). La stimulation d’'un neurone
présynaptique active a lintérieur de celui-ci la protéine kinase A (PKA) qui phosphoryle
les récepteurs postsynaptiques. La PKA initie l'augmentation de la libération de
transmetteurs synaptiques a partir des neurones sensoriels présynaptiques et fournit le
signal trans-synaptique. Cette libération spontanée active les récepteurs postsynaptiques
(Jin et al, 2012). Trois types de récepteurs au glutamate jouent des réles importants
dans la transmission du signal : les récepteurs métabotropiques (mGlu), les récepteurs
N-methyl-D-aspartate  (NMDA-R) et les récepteurs a-amino-3-hydroxy-5-methyl-
4-isoxazolepropionic (AMPA-R). Les récepteurs mGlu sont classés en trois groupes
distincts basés sur leur couplage a une protéine G et leur affinité avec leur substrat. lls
exercent des rbles distincts dans le sens ou ils peuvent réguler la mémoire a court
terme ainsi que la mémoire a long terme (Mukherjee and Manahan-Vaughan, 2013).
Une fois activées au niveau postsynaptique, les récepteurs mGlu augmentent la
production d’IP3 qui provoque la libération de calcium intracellulaire. Celui-ci induit
linsertion d'un nouveau AMPA-R et la réorganisation au niveau du neurone
postsynaptique (Figure 1) (Jin et al, 2012). Les AMPA-R interviennent dans la majorité
des neurotransmissions excitatrices du systéme nerveux central (SNC). Ces récepteurs
sont critiques pour presque tous les aspects de la fonction cérébrale, notamment
I'apprentissage, la mémoire et la cognition (Henley and Wilkinson, 2013). Les AMPA-R
sont des canaux ioniques qui s’activent par la fixation d’'un ligand. lls sont composés de
différentes combinaisons de quatre sous-unités différentes (GLUR1 a 4). Ces récepteurs
sont des protéines tres mobiles qui subissent des translocations pour étre recyclées et

retirées des synapses (Henley et al., 2011, Anggono and Huganir, 2012).
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L’augmentation du nombre d’AMPA-R, ainsi que les changements dans leur composition
ou propriété, participent a la LTP et a la LTD qui se produisent au niveau des

synapses dans tout le SNC (Figure 1) (Malenka and Bear, 2004).

Presynaptic
\ terminal

Presynaptic
\ terminal

Presynaptic
\ terminal

Postsynaptic
terminal

Postsynaptic
terminal

Postsynaptic
terminal

Figure 1 : Différentes formes de plasticité synaptique médiées par les récepteurs
N-methyl-D-aspartate (NMDA-R) au glutamate
d’aprés Boundless, 2015

L'entrée de calcium par les récepteurs postsynaptiques N-methyl-D-aspartate (NMDA-R) peut initier la
potentialisation a long terme (LTP) et la dépression a long terme (LTD). La LTP surgit lorsqu’une synapse est
stimulée de fagon répétée. Cette stimulation résulte en [linsertion de récepteurs
a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic ~ (AMPA-R)  supplémentaires dans la membrane
postsynaptique. La fois suivante ou le glutamate est libéré, il se fixe aux deux types de récepteurs : les NMDA-R
et les nouveaux AMPA-R insérés. Ceci induit une dépolarisation de la membrane plus efficace. La LTD apparait
lorsque peu de molécules de glutamate se fixent au NMDA-R. Le calcium qui passe par les NMDA-R induit
I’endocytose des AMPA-R. Le neurone postsynaptique est alors moins réactif au glutamate libéré par le
neurone présynaptique. Glu : glutamate ; Presynaptic terminal : terminaison présynaptique ; postsynaptique
terminal : terminaison postsynaptique ; receptor : récepteur.

Enfin, la forme de plasticité synaptique la plus étudiée est induite par I'activation
des NMDA-R postsynaptiques qui se traduit par des changements dans le nombre
d’AMPA-R a la membrane (Morris et al, 1986; Dudek and Bear, 1992). Les NMDA-R

sont des canaux cationiques non spécifiques avec une forte perméabilité au calcium.
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Lorsque le potentiel membranaire est au repos, ces canaux sont bloqués par les ions
Mg?*. lls sont débloqués par la dépolarisaton de la membrane (Figure 1)
(Mayer et al, 1984; Nowak et al, 1984). L’activation des NMDA-R nécessite la
libération présynaptique de glutamate et la dépolarisation postsynaptique. L’entrée d’ions
Na* et Ca?' induite par lactivation des NMDA-R méne a une nouvelle dépolarisation
(Figure 1). Lorsque la concentration intracellulaire en Ca?* atteint un seuil, les voies de
transduction du signal sont alors initiées, induisant des changements dans la réponse
synaptique (Henley and Wilkinson, 2013). De plus l'activation directe des NMDA-R, mais
aussi des récepteurs mGlu, peut provoquer une LTD (Snyder et al, 2001; Li et al,

2004).

La plasticitt synaptique peut étre affectée par l'dge, le stress ou certaines
pathologies. La plasticité synaptique et la mémoire sont particulierement affectées dans
les maladies neurodégénératives liées a I'dge et notamment dans la MA. Nous allons a

présent décrire les différents aspects de cette pathologie.

B. Aspects cliniques de la maladie d’Alzheimer
1. Les démences séniles

La démence est wun syndrome évolutif ou chronique li€é a une
neurodégénérescence. Chez le sujet agé, l'altération de la fonction cognitive est plus
importante que celle attendue lors d’'un vieillissement non pathologique. Elle est alors
qualifite de démence sénile. La démence affecte la mémoire mais également le
raisonnement, l'orientation, la compréhension, le calcul, la capacité d’apprentissage, le
langage et le jugement. Les démences peuvent donc affecter la qualité de vie des
patients ainsi que celle de leur entourage (Berrios, 1987). La démence est l'une des
causes principales de handicap et de dépendance parmi les personnes agées dans le
monde. D’aprés 'OMS, la démence touche 47,5 millions de personnes dans le monde,
dont 58% vivent dans un pays a revenu faible ou intermédiaire. On estime, dans
'ensemble de la population, qu’entre 5 et 8% des personnes agées de 60 ans et plus

seront atteints de démence a un moment donné. Parmi les démences, la MA est la
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pathologie la plus connue et la plus étudiée. L’Alzheimer’s association estimait en 2011

que 60 a 80% des cas de démences étaient dus a 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 accompagnés de troubles du comportement, d’'une perte
progressive du langage et d’une désorientation. Post mortem, Alois Alzheimer observe
une grande atrophie du cerveau de sa patiente et I'étude histopathologique du cerveau
lui permet de décrire deux types de lésions : des enchevétrements neurofibrillaires a
lintérieur des neurones et des plaques séniles autour des neurones (Figure 2). C’est en
1910 que la communauté scientifique décide de nommer cette démence « maladie
d’Alzheimer », en référence au neuropsychologue l'ayant décrite pour la premiére fois
(Selkoe, 2001). L’age précoce de la patiente d’Alois Alzheimer laisse a présent penser
que celle-ci était plutdt atteinte d’'une forme familiale de la MA et non de la forme
sporadique liée a I'age. A I'heure actuelle, cette maladie a pris une telle ampleur qu'elle
est considérée comme un probléme majeur de santé publique au niveau mondial. De
nombreuses études ont été réalisées depuis sa découverte afin de comprendre ses
mécanismes moléculaires et cellulaires qui seront décrits dans cette partie, mais les
connaissances fondamentales nécessitent encore d'étre précisées pour trouver des

solutions thérapeutiques efficaces afin de traiter cette maladie.

Figure 2 : Exemples de lésions histologiques caractéristiques de la maladie
d’Alzheimer mises en évidence par des techniques de colorations
d’apres Kovari et al., 2011

a,b : hématoxyline et éosine ; c,d : imprégnation au nitrate d’argent. Enchevétrements neurofibrillaires (a et c)
et plaques séniles (b et d).
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2. Symptomatologie et evolution de la maladie d’Alzheimer

La MA est décrite comme une démence se manifestant dans un premier temps
par un déclin progressif de la mémoire, puis la gravité des symptdmes augmente tout
au long de la maladie jusqu'a Tlinvalidité du patient. Les premiers symptébmes
concernent la mémoire de travail avec une incapacitt a retenir de nouvelles
informations, puis d’autres zones cognitives sont touchées : la mémoire a long terme,
l'orientation spatiale et temporelle, le langage, les fonctions exécutives (troubles de
attention et incapacité de la personne a prendre des décisions, a planifier ou a
raisonner) et enfin des troubles de reconnaissance ou agnosies. Le déclin cognitif est
en général accompagné de changements d’humeur chez les patients atteints par la MA.
Ces différents symptdmes induisent des difficuliés aussi bien dans les activités
professionnelles et sociales que dans la vie quotidienne (Flicker et al, 1984; Huff et al,

1987; Bekris et al., 2010; Webster et al., 2014).

L’historique clinique du patient ainsi que des examens neurologiques et des tests
neuropsychologiques sont nécessaires pour pouvoir diagnostiquer la MA. Un historique
détaillé et I'évolution des symptdomes sont décrits par le patient ainsi que par un tiers
pour pouvoir suivre la progression de la maladie. Les tests neuropsychologiques, dont le
plus couramment utilisé est le test MMSE (Mini Mental State Examination), permettent
de diagnostiquer la MA au niveau clinique, mais le diagnostic ne peut étre confirmé
gu’'avec l'étude histologique du cerveau réalisée post mortem. Le test MMSE consiste
en un bref questionnaire qui permet de diagnostiquer le trouble cognitif et de déterminer
la sévérité de ce trouble afin de suivre son évolution. Les scores de ce test vont de 0
a 30 points. Les scores supérieurs a 27 correspondent aux individus ne présentant
aucun trouble cognitif. Les troubles cognitifs sont considérés comme légers pour des
scores de 19 a 24, modérés de 10 a 18 et sévéres en dessous de 9 (Jacgmin-Gadda

et al, 1997; Aevarsson and Skoog, 2000; Chatfield et a/., 2007; Ballard et al., 2011).

Les patients peuvent étre atteints par la MA des décennies avant leur diagnostic.
En effet la MA se développe progressivement avec une premiére phase préclinique

dans laquelle les changements histopathologiques attribués a la MA commencent a se
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développer. Les cliniciens décrivent ensuite une phase correspondant aux troubles
cognitifs légers ou MCI (Mild Cognitive Impairmenf) dans laquelle les troubles cognitifs
sont apparents mais insuffisants pour étre diagnostiqués comme une démence. A
’heure actuelle, la moitié des personnes dont le diagnostic clinique MCI a été validé
évolueraient vers la MA. Une fois le diagnostic de la MA réalisé, le patient entre dans
la phase clinique de la MA dans laquelle le déclin cognitif s’aggrave jusqu’a l'incapacité
et le décés du patient. Il est important de souligner que cette pathologie évolue de
facon tres différente d’'un patient a l'autre. Ce polymorphisme empéche de prédire son
évolution au fil des années, mais le test MMSE apporte des éléments permettant de
suivre son évolution pour chaque patient (Figure 3) (Petersen et al, 1999, 2001;
Swerdlow, 2007). L’évolution clinigue de la MA reflete des mécanismes moléculaires et
cellulaires qui seront décrits ultérieurement dans cette thése.
Pre-MCI MCI AD
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Figure 3 : Evolution du déclin cognitif chez les patients atteints par la maladie
d’Alzheimer reflété par le score Mini Mental State Examination
d’apres Swerdlow, 2007

AD : Alzheimer’s Disease (maladie d’Alzheimer) ; MCl : Mild Cognitive Impairment ; MMSE SCORE: score de
Mini Mental State Examination.

AD diagnosis made : diagnostic de la maladie d’Alzheimer ; clinical and histopathologic changes beginning :
début des changements cliniques et histopathologiques ; cognitive decline clinically apparent : déclin cognitif
apparent au niveau clinique; Teens 20’s : vingtaine d’années ; years : ans.
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3 Formes de la maladie d’Alzheimer

Il existe deux formes connues de la MA : une forme sporadique et une forme
familiale. La forme familiale ou forme précoce de la MA représente moins de 1% des
cas (Blennow et a/, 2006). Elle peut survenir entre 30 et 65 ans, mais plus souvent
entre 40 et 50 ans (Swerdlow, 2007). La forme familiale a un mode de transmission
autosomique dominant. Des mutations sur trois génes sont connues pour augmenter la
production du peptide B-amyloide (Ap) dérivé de la protéine APP (Amyloid Precursor
Protein) et pour étre a l'origine de cette forme : le géne APP sur le chromosome 21,
préséniline 1 sur le chromosome 14 et préséniline 2 sur le chromosome 1 (Goate ef al.,
1991; Levy-Lahad et a/, 1995; Sherrington et a/, 1995). Il existe une autre forme de la
MA dite « jeune », trés marginale, pour laquelle aucun géne responsable n’'a été
identifié jusqu’a présent (Ngatcha-Ribert, 2004). La forme sporadique représente la
majorité des cas de la MA et apparait vers 65 ans. Le premier facteur de risque de
cette forme de la MA est 'dge, avec une augmentation exponentielle de la prévalence

avec l'age (Swerdlow, 2007).

C. Acteurs moléculaires de la maladie d’Alzheimer
La MA est caractérisée par deux lésions au niveau du cerveau associées a une
perte neuronale et synaptique importante : des plaques amyloides et des
enchevétrements ou dégénérescences neurofibrillaires (DNF). Ces lésions sont formées
par des agrégats insolubles de protéines : les plagues amyloides sont formées
d’agrégats du peptide AB et les DNF sont composées de la protéine Tau
hyperphosphorylée. Les mécanismes moléculaires et cellulaires associés a ces deux

types de lésions sont décrits dans ce paragraphe.

1. La protéine Tau et les dégénérescences neurofibrillaires

Tau est une protéine associée aux microtubules codée par le géne MAPT situé
sur le chromosome 17 dont il existe 6 isoformes dans le cerveau humain. Chacune de
ces isoformes contient 3 ou 4 domaines de fixation aux microtubules. A [I'état

physiologique, la protéine Tau peut exister sous forme phosphorylée dans les cellules
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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 (Arendt et al, 1998; Swerdlow, 2007,
Liu and Goétz, 2013). Le domaine C-terminal de la protéine Tau s’associe aux protéines
a- et B-tubuline pour assembler les microtubules et réguler le transport axonal. La
protéine Tau non phosphorylée joue un réle critique dans la signalisation neuronale et
le fonctionnement cellulaire normal puisqu’elle participe au transport axonal des
organites cellulaires, des métabolites et des neurotransmetteurs (Weingarten et al, 1975;

Grundke-Igbal et al., 1986; Nisbet et al, 2015).

L’isoforme la plus longue de cette protéine contient 85 sites potentiels de
phosphorylation dont 45 sérines, 35 thréonines et 5 tyrosines. La phosphorylation de
Tau est régulée par un équilibre entre les activités de kinases et de phosphatases. Les
kinases principales impliquées dans la phosphorylation de Tau sont CDKS5 (Cyclin-
Dependent Kinase), GSK3pB (Glycogen Synthase Kinase) et ERK2 (Extracellular signal-
Regulated Kinase) (Arendt et al, 1998; Ballard et al, 2011; Li et a/, 2013). La protéine
Tau peut se phosphoryler de facon excessive dans certaines pathologies dont la MA, ce
qui serait di a une augmentation de [lactivit¢ kinase, une diminution de [Iactivité
phosphatase, ou une combinaison des deux (Billingsley and Kincaid, 1997; Gong et al.,
2000). L’hyperphosphorylation de Tau induit une accumulation anormale de Tau dans le
corps cellulaire et les dendrites et augmente sa capacité a s’assembler en filaments
hélicoidaux appariés. Ces filaments hélicoidaux de Tau constituent les DNF que l'on
retrouve chez les patients atteints par la MA. De plus, I'hyperphosphorylation de Tau
diminue laffinité 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 I'assemblage et la stabilité des microtubules, ce qui compromet le transport
axonal (Figure 4) (Grundke-lgbal et al, 1986; Kosik, 1990; Igbal et al, 1994;
Velasco et al, 1998; Nisbet et al., 2015).
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Figure 4 : Stabilité des microtubules, hyperphosphorylation de Tau et
dégénérescences neurofibrillaires
d’aprés Mokhtar et al., 2013

Dans les conditions physiologiques, la protéine Tau, non phosphorylée, stabilise les microtubules.

Dans la maladie d’Alzheimer, I’hyperphosphorylation de Tau induit une dépolymérisation des microtubules. Les
protéines Tau s’assemblent ensuite pour former des oligomeres puis des filaments hélicoidaux a I'origine des
dégénérescences neurofibrillaires. Celles-ci provoquent la mort neuronale et la libération d’oligomeres de la
protéine Tau dans l'environnement extracellulaire. Cela active la microglie et propage les dommages
neuronaux.

Les DNF apparaissent dans les phases précoces de la MA au niveau du cortex
entorhinal puis s’étendent au systéme limbique et a [I'hippocampe pour atteindre
finalement le néocortex dans les phases tardives de la pathologie. Ainsi, le taux de
DNF et leur localisation peuvent étre corrélés avec I'évolution des symptébmes de la MA.

Les DNF peuvent étre a [lorigine daltérations progressives des neurones

(Braak and Braak, 1995, 1997; Silverman et a/, 1997).

Des études montrent que [I'’hyperphosphorylation de Tau et les DNF sont

fortement liées a la cascade amyloide décrite ci-apres.

2. Le peptide p-amyloide et les plaques amyloides

2.1. APP et libération du peptide Ap

Le peptide AB provient du clivage de la protéine APP qui est une protéine
transmembranaire et ubiquitaire concentrée surtout dans les synapses. Elle est impliquée
dans l'adhésion cellulaire, dans la croissance des axones et des neurites, dans la
migration cellulaire et dans la formation de synapses. La partie C-terminale de la
protéine APP joue un rdle important dans l'expression des genes et la survie des
cellules neuronales. Les différentes fonctions de la protéine APP nécessitent que la
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protéine soit présente sous forme non clivée mais également sous forme clivée
(Allinquant et al, 1995; Williamson et al., 1996; Turner et al, 2003; Priller et al., 2006;
Zheng and Koo, 2006; Wesson et al, 2011; Mokhtar et a/, 2013).

Le clivage de la protéine APP se fait par deux voies différentes : la voie
non-amyloidogénique et la voie amyloidogénique. Dans la voie non-amyloidogénique, qui
est la voie la plus courante dans les conditions physiologiques, APP est clivée dans un
premier temps par une a-sécrétase qui appartient a la famille des A Disintegrin And
Metalloproteinase (ADAM). Trois membres de cette famille ont une activité a-sécrétase :
ADAM17, ADAM9 et ADAM10, et seule ADAM10 est essentielle pour le clivage
a-sécrétase de la protéine APP. Ce clivage protéolytique libére le fragment sAPPa qui
posséde des effets neurotrophiques, neuroprotecteurs et d’amélioration de la mémoire.
Le fragment C-terminal restant (C83) est ensuite clivé par une y-sécrétase et libére le
peptide P3 et le domaine intracellulaire d’APP ou APP Intracellular Domain (AICD)
(Figure 5) (Esch et al, 1990; Buxbaum et al, 1998; Allinson et al, 2003;
Kuhn et al, 2010). Dans la voie amyloidogénique, la partie N-terminale d’APP est clivée
par la B-sécrétase principale BACE1 (Beta Site APP Cleaving Enzyme) et libére le
fragment sAPPpB qui, contrairement au fragment sAPPa, n'a aucun effet neuroprotecteur
et jouerait méme un réle dans la mort neuronale. BACE1 est synthétisée dans le
réticulum endoplasmique (RE) sous forme immature et inactive, puis subit une
maturation lors du transport vers la surface cellulaire. Comme dans la voie
non-amyloidogénique, le fragment C-terminal (C99) est ensuite coupé par la y-sécrétase
pour libérer le peptide AB et le fragment AICD (Figure 5) (Seubert et a/, 1993;
Sinha et al, 1999; Vassar et al, 1999; Capell et al, 2000; Zheng and Koo, 2006;
Zhang et al, 2011). Il existe une compétition entre I'a-sécrétase et la B-sécrétase qui
ont toutes les deux la protéine APP comme substrat. En effet ces deux enzymes ont
des effets opposés : la B-sécrétase induit la production d’AB contrairement a
la-sécrétase qui diminue sa production. Dans le cas de la MA, la balance entre les
voies non-amyloidogénique et amyloidogénique est déplacée en faveur de la production

d’AB. Une diminution d’ADAM10 et sAPPa a été montrée chez les patients Alzheimer,
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ce qui refléete une altération de la voie non-amyloidogénique. Outre 'augmentation de la

production d’AB, sa clairance est diminuée chez les patients atteints par la MA, ce qui

contribue également a une présence excessive du peptide AR dans la MA
(Buxbaum et al, 1998; Colciaghi et al, 2002; Mawuenyega et al, 2010;
Chen et al, 2013b; Soldano and Hassan, 2014).
Non-amyloidogenic Amyloidogenic
APP
SAPP o SAPP B
-NH, Plaques
e / / Oligomers
B-secretase
e > N AB
o |
S paseretase psecretase o Membrane -

AICD c83 c99 AICD

Figure 5 : Clivage protéolytique de la protéine Amyloid Precursor Protein par les
enzymes a-, 3- et y-sécrétase : voies non-amyloidogénique et amyloidogénique

d’apres Chen et al., 2013b

AICD : APP intracellular domain ; APP : Amyloid Precursor Protein ; sSAPPa et sAPPf3 : fragments N-terminaux de

la protéine APP

2.2. Formes du peptide Ap

Le peptide AB est constitué de 39 a 43 acides aminés. La forme ABi4 est la

forme la plus fréquente (environ 90%) et la forme ABi42, qui est la plus toxique,

représente environ 10% des peptides AB présents /in vivo. Dans les phases précoces de

la MA, le ratio ABi42/AB140 est déplacé en faveur du peptide ABi42 induisant une

stabilité des espéces toxiques. Le peptide AP hydrophobe s’agrége pour former des

diméres puis des oligoméres et des fibrilles qui s’assemblent pour former des dépbts

sphériques appelés plaques amyloides que l'on retrouve dans le cerveau des patients
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atteints par la MA (Figure 5). Ces plaques subissent une maturation au cours de leur
évolution : les plaques les moins matures sont qualifiées de plaques diffuses et sont
formées d’agrégats amorphes et peu denses de peptides AB tandis que les plaques
matures contiennent des agrégats trés denses de peptide AB et sont associées a des
phénomeénes de neurodégénérescence et de réactivité astrogliale

(Glenner and Wong, 1984; Spillantini et a/, 1990; Nisbet et al, 2015).

Les oligoméres du peptide AB peuvent aussi se trouver dans le plasma, le
liquide céphalorachidien (LCR) et le cerveau des patients Alzheimer. On retrouve I'Ap
soluble dans les cerveaux sains mais en quantité six fois plus faible que dans le
cerveau d’'un patient Alzheimer (Kuo et al, 1996; Brown et al, 1997). Plusieurs études
ont démontré que c’est sous cette forme que le peptide AB est le plus toxique : un
excés d’oligomeres solubles du peptide AB induit une synaptotoxicité et une altération
du réseau neuronal associées a une neuroinflammation et oxydation (Wesson et al,

2011).

2.3. Peptide B-amyloide et fonctions synaptiques

La premiére cible de la toxicité induite par 'AB est la synapse, et nhotamment le
compartiment postsynaptique. La diminution de la densité synaptique est I'observation
neuropathologique la plus corrélée avec le degré de démence dans la MA. En effet la
perte synaptique est a lorigine du dysfonctionnement cognitif et survient de fagon
précoce dans I'hippocampe et le cortex. L’hippocampe est la structure cérébrale la plus
affectée par la perte de protéines synaptiques tandis que le cortex occipital est la
région la moins touchée. La sévérité des troubles cognitifs et l'altération de la fonction
synaptique sont hautement corrélées avec le taux cortical des oligoméres solubles du
peptide AB aussi bien chez les patients que dans les modéles animaux de la MA. La
perte synaptique n’est pas seulement due a la mort neuronale mais également au fait
que les neurones perdent leur fonction synaptique. En effet, les oligoméres de peptide
AB secrétés par la cellule impactent les fonctions cognitives et le comportement en

inhibant la réorganisation des synapses qui permettent I'apprentissage et la consolidation
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de la mémoire. Les oligoméres du peptide AB agissent également sur la fonctionnalité
de la synapse : ils inhibent la LTP et induisent la LTD ce qui perturbe la transmission
synaptique impliquée dans la mémorisation a long terme (Arendt et a/, 1998; Wang et

al., 1999; Selkoe, 2002, 2008; Shankar et al., 2008; Mokhtar et al., 2013).

Les oligoméres du peptide AP induisent le dysfonctionnement des synapses
glutamatergiques en perturbant les récepteurs ionotropiques au glutamate. lIs
potentialiseraient les NMDA-R extrasynaptiques et induiraient un flux calcique vers
lintérieur du neurone (Figure 6) (Bordji et al, 2010; Dinamarca et al, 2012;
Kervern et al, 2012). L'implication respective des deux sous-unitts NR2A et NR2B des
NMDA-R est discutée, certains auteurs attribuant un role critique a la sous-unité NR2A
(Tackenberg et al, 2013) et d’autres mettant en avant NR2B (Kervern et a/, 2012). Ce
flux calcique entrant diminue la phosphorylation des AMPA-R synaptiques par la kinase
Il dépendante de la calmoduline liant le calcium et induit leur internalisation (Figure 6)
(Zhao et al, 2004; Hsieh et al, 2006). La disparition des AMPA-R au niveau de la
synapse, conjuguée a l'action des NMDA-R, résulte en une diminution de la LTP, une
apparition de la LTD avec une perte des épines dendritiques, une diminution des
protéines postsynaptiques importantes pour la structure de la synapse comme PSD95
(Postsynaptic Density Protein 95) puis une disparition de la synapse. Certains auteurs
ont suggéré que l'action des oligomeres de peptides AB sur les NMDA-R serait
indépendante du flux calcique et donc de nature métabotropique, mais ces auteurs
concluent a la méme résultante sur linduction d’'une LTD (Tamburri et al, 2013). Le
glutamate pourrait provenir des astrocytes dont les récepteurs a7 nicotiniques seraient
activés par les oligoméres de peptide AB. Cela entrainerait un flux calcique entrant a
lintérieur du cytosol astrocytaire et la sécrétion de glutamate, activateur des NMDA-R
neuronaux (Figure 6) (Talantova et a/, 2013). Enfin, [lactivation des NMDA-R et
linhibition des AMPA-R peuvent orienter le métabolisme de la protéine APP vers la

production de peptide AB, favorisant ainsi I'évolution de la MA.
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Figure 6 : Augmentation de la libération de glutamate médiée par le peptide
B-amyloide et excitotoxicité résultante
d’apreés Rudy et al., 2015

1) Le peptide B-amyloide (A) augmente la libération présynaptique de glutamate.
2) Le peptide AP éleve le calcium astrocytaire via la stimulation du récepteur nicotinique astrocytaire a7. Cela
résulte en une libération du glutamate par des mécanismes inconnus.
3) Le peptide AB diminue la clairance du glutamate et prolonge le séjour du glutamate dans la synapse
résultant en une diffusion du glutamate vers les astrocytes voisins.
4) L'activation prolongée des récepteurs N-methyl-D-aspartate (NMDA-R) et des récepteurs
a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic (AMPA-R) résulte en une augmentation du glutamate
extracellulaire pouvant induire une internalisation des AMPA-R, résultant en une dépression synaptique.
5) Le glutamate active les récepteurs NMDA-R, résultant en une série d’événements déléteres pour la cellule
dont la mort cellulaire.

Plus récemment les auteurs se sont intéressés a des mécanismes de toxicité
des oligoméres de peptide AB impliquant des composantes des récepteurs mGlu. Ainsi,
les oligomeres de peptide AR inhibent, dans les neurones du cortex préfrontal, la
régulation des NMDA-R par le récepteur mGlu7 qui passe par des kinases dépendantes
de p21 (Gu et al, 2014). Cette inhibiton de mGIuR7 aboutit a linduction dun flux

calcique entrant dans le neurone. Plusieurs travaux ont établi que le récepteur mGIuR5

est un corécepteur avec la protéine prion pour les oligoméres de peptide AR (Um et al.,
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2013; Haas et al, 2014; Hu et al, 2014; Hamilton et al, 2014, 2015). Le récepteur
mGIuRS5 formerait un complexe avec la protéine prion qui activerait, en présence
d’oligomeéres de peptide AB, les phospholipases C (PLC) de type B par l'intermédiaire de
la protéine Gaq couplée & mGIuR5. L’activation de cette voie de signalisation aboutit a

l'activation de la kinase Fyn.

Le peptide AB est un élément critique dans la pathogénése de la MA. Voyons
maintenant en quoi la cascade amyloide est associée a I'hyperphosphorylation de la

protéine Tau.

3. Comment Tau et B-amyloide interagissent-t-ils ?

Plusieurs études ont mis en évidence limplication de Tau dans la cascade
amyloide. Cependant les interactions entre Tau et AB ne sont pas complétement
identifiées : trois hypothéses sont possibles. Des études /in vivo ont montré qu’un exces
d’AB dans le cerveau augmente le taux d’hyperphosphorylation de Tau et amplifie les
DNF. A [linverse, une immunothérapie dirigée contre le peptide AP diminue
I’hyperphosphorylation de Tau. Cela laisse a penser que la cascade amyloide est a
'origine de la toxicité induite par I'hyperphosphorylation de Tau : les enzymes B- et
y-sécrétases libérent le peptide AB & partir d’APP qui forme des oligomeres. La toxicité
des oligomeres AR induirait I'hyperphosphorylation de Tau, elle-méme a lorigine des
DNF et de la toxicité neuronale. Des études ont proposé plusieurs kinases qui seraient
impliquées dans cette hyperphosphorylation, comme par exemple Cdk5, mais aucune n’a

été confirmée (Figure 7) (Lewis et al., 2001; Goétz et al., 2004a; Terwel et al, 2008).

Il a également été montré que Tau et AP agissent sur différents composants du
méme systéeme. Par exemple, Tau agit sur le complexe | de la chaine respiratoire
mitochondriale tandis que I'AB agit sur le complexe IV. lls induisent tous les deux des
dysfonctionnements de la respiration mitochondriale. Les deux protéines agissent de

facon synergique en amplifiant la toxicité (Rhein et al, 2009).
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Figure 7 : Cascade pathologique de la maladie d’Alzheimer
d’aprés Anoop et al., 2010

AB42 and other truncated isoforms : peptide B-amyloide1-42 et autres formes tronquées ; amyloid plaques :
plaques amyloides ; axonal injury t-tau: lésion axonale induite par Tau; disregulation of kinase activity :
déréglement de [lactivité kinase; hyperphosphorylated tau: Tau hyperphosphorylée; microtubule
disintegration : déstructuration des microtubules; NFT: enchevétrements neurofibrillaires; oligomers :
oligomeres du peptide AB ; oxidative stress : stress oxydant ; Tau bound to microtubule : fixation de Tau aux
microtubules

Enfin, certaines études montrent que Tau a un réle intermédiaire dans la toxicité
induite par le peptide AB. La protéine Tau interagit avec la protéine kinase Fyn par son
domaine de projection. Lorsque Tau est phosphorylée, elle s’accumule au niveau
postsynaptique dans les dendrites ou elle interagit avec Fyn. Une fois liée a Tau, la
protéine Fyn phosphoryle la sous-unité 2B du NMDA-R qui se lie alors a la protéine
PSD95. Le complexe NMDA-R/PSD95 est nécessaire pour induire une excitotoxicité et
donc la sensibilité au peptide AB par lintermédiaire du NMDA-R. Lorsque Tau est

hyperphosphorylée, le complexe NMDA-R/PSD95 se forme de fagon excessive et

augmente la sensibilité au peptide AB. C’est ainsi par l'intermédiaire de la protéine Tau
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via sa fixation a Fyn que I'AB induit une toxicité neuronale (Figure 8) (Lee et al, 1998;

Ittner et al., 2010; Ittner and Gétz, 2011; Nisbet et a/, 2015).

Axon

SOMA

Figure 8 : Activation de I’excitotoxicité du récepteur au N-methyl-A-asparate induite
par le peptide B-amyloide suite a I'interaction des protéines Tau et Fyn
d’apres Ittner et al., 2010

1) La protéine Tau interagit avec la protéine Fyn dans le corps cellulaire (soma) au niveau de la dendrite.
2) Le complexe Tau/Fyn se dirige vers I'épine dendritique.
3) Le complexe Tau/Fyn phosphoryle le récepteur N-methyl-A-asparate (NMDA-R).
4) NMDA-R se fixe au Postsynaptic Density Protein 95 (PSD95).
5) Le complexe NMDA-R/PSD95 induit une excitotoxicité et sensibilise au peptide B-amyloide (AB).
Dans la MA, ces différents processus de neurodégénérescence s’associent a des
perturbations de I'environnement neuronal. L’inflammation chronique du SNC, que nous
décrivons dans le paragraphe suivant, est un processus complexe étroitement lié a la

MA. Une altération de 'homéostasie du calcium et la génération excessive des espéces

réactives de I'oxygéne (ERO) sont aussi observées dans la MA.

D. La neuroinflammation dans la maladie d’Alzheimer
La neuroinflammation est l'activation du systéme immunitaire inné du cerveau. Sa
fonction principale est de protéger le SNC contre les infections, les blessures et les
maladies. Les récepteurs de [Ilimmunité innée ou Pattern-Recognition Receptors
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reconnaissent les motifs moléculaires associés aux pathogénes exogénes et les motifs
moléculaires associés aux dégats cellulaires. Ces récepteurs sont des récepteurs de
type 7ol ou des récepteurs scavenger. Cette défense est régulée par ces PPR, les
phagocytes, le systeme de complément, les cytokines et les chémokines pour contrer
linfection ou la blessure et maintenir 'lhoméostasie des tissus. La réponse inflammatoire
aiglie dans le SNC est causée par I'activation immédiate et innée des cellules gliales
en réponse a un stimulus. Si ce stimulus persiste dans le temps, laltération du SNC
est cumulative et la réaction inflammatoire devient chronique. La neuroinflammation peut
entrainer la mort des neurones environnants (Figure 9). Dans le cas de la MA, la
réponse neuroinflammatoire se manifeste dans la phase précoce de la maladie, avant la

perte neuronale (Streit et al, 2004; Shastri et al, 2013; Morales et al., 2014).

1. Les cellules gliales

La réponse immunitaire innée du cerveau est assurée par deux types cellulaires
propres au SNC : les astrocytes et les cellules microgliales qui sont inactives a I'état
physiologique. En cas d’altération au niveau du SNC, ces cellules gliales sont activées
par des stimuli. La microglie et les astrocytes jouent un rble crucial dans I'immunité
innée et leur activation est a l'origine de la libération d’acteurs pro-inflammatoires et
d’éléments cytotoxiques (Figure 9). lls reconnaissent I'AB fibrillaire grace au récepteur
Toll et percoivent les oligoméres et les fibrilles d’AB comme des corps étrangers, ces
assemblages de peptide AB n’ayant jamais été rencontrés lors du développement du
cerveau. Ces deux types cellulaires sont abondants dans I'environnement des plaques
amyloides et des DNF que l'on retrouve dans la MA (Haga et a/, 1989; Mrak et al.,
1996; Simard et al., 2006; Takeda et al., 2013; Hardy et al., 2014).
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Figure 9 : Le processus neuroinflammatoire suite a une altération du cerveau
d’aprés Morales et al., 2014

Une altération du cerveau induit I'activation des cellules microgliales et des astrocytes. Ces cellules libérent des
facteurs pro-inflammatoires qui peuvent étre a I’origine d’une mort neuronale.

1.1. Les astrocytes

Les astrocytes sont les cellules les plus abondantes du SNC et représentent
25% du volume cérébral. On retrouve ces cellules dans toutes les régions du SNC
mais leur morphologie est hétérogéne selon I'endroit ou elles se trouvent et ces
différents types d’astrocytes induisent aussi des réactions différentes. Ce sont des
cellules gliales spécialisées qui ont des fonctions variées : elles sont impliquées dans la
synaptogenése, la neurotransmission, I'élimination de toxiques et débris a travers la
barriere hémato-encéphalique (BHE), la régulation métabolique et la régulation de la
balance des ions. Pendant la transmission synaptique, les astrocytes maintiennent
’lhoméostasie et le renouvellement du glutamate : 20% du glutamate 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 (Sherwood et al/, 2006;
Verkhratsky et al, 2010; Sidoryk-Wegrzynowicz et al, 2011; Molofsky et al, 2012;
Zhang and Jiang, 2015).
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Dans la MA, les astrocytes forment une barriere entre les neurones et les dépbts
amyloides. lls jouent aussi un rdle important dans la clairance et la dégradation de I'AB.
lls peuvent exprimer des protéines de dégradation de I'AB telles que la matrix
metalloproteinase et la néprilysine. Mais pendant la neuroinflammation, les astrocytes
subissent une transformation et acquiérent la capacité a générer I'AB. En effet ils
expriment BACE1 et secrétent des facteurs pro-inflammatoires qui contribuent a
'expression des sécrétases et augmentent la conversion de la protéine APP astrocytaire
en peptide AB. Lorsque les astrocytes sont exposés a des taux d’AB élevés pendant
une longue période, ils perdent leur capacité a éliminer 'AB (Apelt et al, 2003; Rossner

et al, 2005; Tang, 2009; Miners et al, 2010; Thal, 2012).

Les astrocytes sont organisés en réseau et communiquent entre eux par des
jonctions communicantes trés nombreuses (Abbott ef a/, 2006). Au niveau des
vaisseaux cérébraux, ces jonctions sont serrées et les astrocytes interagissent avec les
cellules endothéliales participant ainsi au maintien de la BHE qui joue un rdle crucial
dans le maintien du systéeme nerveux périphérique et dans I'homéostasie du SNC
(Abbott et al., 2006). Dans la MA, les cytokines inflammatoires induisent une perte des
jonctions serrées et donc une perte de l'intégrité de la BHE. L’altération de la BHE et
'AB induisent mutuellement leurs effets : un dysfonctionnement de la BHE compromet la
clairance d’AB ce qui provoque l'accumulation d’Ap. Cette accumulation aggrave les
atteintes des jonctions serrées et altere encore plus la BHE. Dans la MA, la BHE est

plus vulnérable a linflammation (Steinman, 2013; Takeda et al., 2013).

1.2. Les cellules microgliales

Les cellules microgliales représentent 5 a 10% des cellules totales du SNC et se
trouvent dans le cerveau, la moelle épiniere, la rétine et le nerf optique. Elles sont
abondantes dans I'hippocampe et la substance grise. Ces cellules ont un réle clé dans
le développement embryonnaire : elles peuvent sécréter des facteurs de croissance
importants pour former le SNC et contribuent & la maturation, la régénération et la

plasticité neuronale. Dans les conditions physiologiques, les cellules microgliales matures
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sont inactives et ont une morphologie ramifiée (Hanisch and Kettenmann, 2007,

Venneti et al., 2009; Morales et al., 2014).

En cas datteinte du SNC, les cellules microgliales sont activées lorsqu’elles
détectent des signaux tels que des résidus de bactéries, de virus ou de champignons,
des protéines endogénes anormales, des facteurs du complément, des anticorps, des
cytokines ou des chémokines. Elles subissent alors un changement morphologique : le
corps cellulaire devient plus large et la cellule prend une forme amiboide (Figure 9).
Elles ont alors une action de phagocytose détruisant les pathogénes et éliminant les
débris déléteres pour promouvoir la réparation des tissus et I'homéostasie. De
nombreuses cellules de la microglie sont des cellules présentatrices d’antigénes et sont
ainsi des cellules de I'immunité innée trés spécifique. L’activation de la microglie induit
rapidement une libération de cytokines ainsi que de chémokines et peut étre a l'origine
de la sécrétion de substances potentiellement cytotoxiques telles que les ERO, des
dérivés de 'ARA, des cytokines ou des acides aminés excitatoires. Ainsi la microglie est
la source principale de facteurs pro-inflammatoires dans le cerveau. La réponse
microgliale dépend du type, de lintensité et du contexte du stimulus. C’est un
processus qui S’adapte au microenvironnement et se reconstruit continuellement,
permettant a la microglie d’explorer I'environnement cérébral en quelques heures sans
perturber la structure des neurones voisins (Olson and Miller, 2004; Block et al., 2007;
Colton and Wilcock, 2010; Harry and Kraft, 2012; Morales et al, 2014; Zhang and
Jiang, 2015). La microglie est fortement activée dans la MA bien avant la formation de
plaques amyloides. L’ApB fibrillaire et la protéine Tau phosphorylée activent la microglie
induisant une réponse immunitaire et la libération de cytokines neurotoxiques. La
microglie peut aussi interagir avec le peptide AB pour activer BACE1 et la y-sécrétase,
augmentant ainsi la production d’AB qui, a son tour, augmente la prolifération de la
microglie. L’activation de la microglie est ainsi impliquée dans la mort neuronale et les
déficits cognitifs dans la MA, et est associée aux dépdts d’AB. Les cellules microgliales
jouent aussi un rbéle dans la neuroprotection et dans I'élimination du peptide AB en

secrétant des enzymes protéolytiques qui le dégradent comme ['/nsulin-degrating
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enzyme, la matrix meltalloproteinase ou la plasminogen-plamin complexe (Leissring et
al, 2003; Hanisch and Kettenmann, 2007; Rodriguez et al, 2010; Li et al, 2011;
Morales et al,, 2014).

Dans la MA, ces capacités neuroprotectrices de la microglie seraient dépassées
par 'accumulation de peptide AB. De plus, avec I'dge, la microglie perdrait sa capacité
a phagocyter I'AB, ce qui diminuerait sa dégradation. L’activation de la microglie
diminuerait progressivement dans la phase tardive de la MA avec la formation de
plagues amyloides. Le réle de la microglie serait différent selon les stades de la MA

(Scheffler et al., 2011; Zhang and Jiang, 2015).

2. Les médiateurs de linflammation

2.1. Les chémokines

Les chémokines agissent par chimiotactisme pour réguler la migration de la
microglie ainsi que le recrutement des astrocytes lors de la neuroinflammation. Elles
sont responsables de I'étendue de linflammation locale. Dans la MA, les chémokines et
leurs récepteurs sont surexprimés au niveau du cerveau. Les chémokines jouent un réle
important dans le recrutement des cellules gliales vers le site des dépb6ts amyloides

(Xia and Hyman, 1999; Rubio-Perez and Morillas-Ruiz, 2012).

2.2. Les cytokines

Les cytokines font partie des médiateurs de [Iinflammation produits par les
cellules gliales lors de leur activation. Elles agissent sur les cellules par lintermédiaire
d’'un récepteur pour réguler leurs fonctions. |l existe plusieurs sortes de cytokines
anti-inflammatoires ou pro-inflammatoires, dont certaines sont impliquées dans la MA. Un
phénoméne de sélection entre les cytokines anti- et pro-inflammatoires permettant
léquilibre entre elles et la régulation de [linflammation a été mis en évidence
(Guerreiro et al., 2012). Ce phénoméne pourrait étre impliqué dans la neuroinflammation

observée dans la MA.
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a) Les cytokines pro-inflammatoires

Le T7umor Necrosis Factor o (TNFa) joue un réle central dans la cascade de
production des cytokines lors de la réponse inflammatoire : les cellules gliales activées
sécretent le TNFa qui active a son tour les cellules de maniére endocrine pour
augmenter la production de cytokines. Dans les conditions physiologiques, le TNFa se
trouve en faible quantité dans le cerveau mais la régulation de la production de TNFa
est altérée dans la MA. En effet, dans la phase précoce de la MA, la quantité TNFa
est augmentée chez les patients par rapport aux sujets sains du méme &ge. L'excés de
TNFa augmente l'expression de BACE1 et lactivité de la y-sécrétase, ayant pour
conséquence une augmentation de la production d’AB (Yamamoto et a/, 2007; Zhang

and Jiang, 2015).

Les interleukines (IL) sont des initiateurs importants de la réponse immunitaire.
Elles agissent au début de la cascade inflammatoire. Comme les autres cytokines, elles
sont sécrétées par les cellules gliales activées. L’IL-1 est une cytokine produite par la
microglie. De la méme fagcon que le TNFa, elle active a son tour les cellules gliales
pour induire une production additionnelle d’IL-1 et la production de P'lL-6. L’isoforme IL-
1B induit une production d’AB en modulant lactivitt de la y-sécrétase dans les
neurones. La surproduction d’IL-1B augmente la synthése de sAPPB ainsi que la
phosphorylation de Tau et I'apparition de DNF. IL-18 est donc impliquée dans la MA via
la neuroinflammation, mais son mécanisme reste encore a déterminer (Ghosh et al,

2013; Zhang and Jiang, 2015).

L’'IL-6 est la cytokine majeure du SNC. Elle stimule et induit le recrutement des
astrocytes et de la microglie pour libérer les cytokines pro-inflammatoires. Elle augmente
la phosphorylation de la protéine Tau dans la MA (Raivich et al, 1999;
Quintanilla et al., 2004; Erta et al., 2012).

b) Les cytokines anti-inflammatoires

L’IL-10 est une des principales cytokines anti-inflammatoires. Elle joue un réle

important dans la survie cellulaire et I'homéostasie neuronale. Une exposition des
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cellules gliales a I'lL-10 inhibe la production de cytokines pro-inflammatoires induites par
AR mais I'lL-10 ne supprime pas les dépots d’AB et ne parvient pas a induire la
dégradation de I'ABs. Dans le cas de la MA, la présence d’IL-10 dans les fluides
périphériques est associée a I'atrophie du cerveau (Szczepanik et al., 2001; Szczepanik

and Ringheim, 2003; Leung et a/., 2013).

Le Transforming Growth Factor B (TGFB) est également une cytokine
anti-inflammatoire produite par plusieurs types cellulaires. Il est synthétisé comme
précurseur inactif et doit étre activé pour agir. Il intervient dans la synaptogenése, la
neurogénese et la neuroprotection (Dobolyi et al, 2012). Dans la neuroinflammation, il
limite la production des facteurs pro-inflammatoires tels que I'lL-1 et le TNFa. On
retrouve des taux élevés de la forme TGFB1 dans le plasma et le LCR ainsi que des
niveaux élevés de l'expression de son ARNm avant l'apparition de démence chez les
patients atteints par la MA (Zetterberg et al, 2004; Motta et al., 2007; Morimoto et al.,
2011).

3. La régulation de linflammation

La production et les effets neuroinflammatoires des cytokines font intervenir
différentes cascades de signalisation et facteurs de transcription parmi lesquels figurent
notamment la cascade des WMitogen-Activated Protein Kinases (MAPK) ainsi que les
facteurs de transcription ANuclear Factor xB (NFxB) et Peroxisome Proliferator-Activated

Receptor y (PPARY), eux aussi impliqués dans la MA.

Les MAPK participent a la régulation de la transcription, la biosynthése des
protéines, le contrdle du cycle cellulaire, la différenciation et I'apoptose. Cette famille de
kinases comporte notamment les protéines ERK p42 et p44 ainsi que p38 et les JNK
(C-Jun N-ter Kinase) (Krishna and Narang, 2008). Dans la MA, les JNK sont impliquées
dans I'hyperphosphorylation de Tau, la régulation des oligoméres du peptide AB et les
déficits cognitifs (Sclip et al, 2011; Orejana et al, 2013). De plus, une accumulation
d’AB induit lactivation des JNK qui, elles-mémes, conduisent a la mort neuronale

(Shoji et al., 2000). Enfin, lisoforme a de la MAPK P38 joue des rbles multiples dans
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la MA selon le type cellulaire dans lequel elle est exprimée. La P38 microgliale joue un
réle majeur dans linflammation observée dans les cerveaux des patients atteints par la
MA. La P38 astrocytaire régule [I'excitotoxicité et la P38 neuronale induit la LTD
affectant la plasticité synaptique, la phosphorylation de Tau et la formation de DNF

(Munoz and Ammit, 2010).

NFxB est un facteur de transcription qui régule la production de cytokines. Dans
les conditions basales, NFxB est un dimére de deux sous-unités p50 et p65. Il est
immobilisé dans le cytosol par une sous-unité inhibitrice IkB. Celle-ci est phosphorylée
puis dégradée par le protéasome (Zhang and Jiang, 2015). Une fois libéré, NFxB est
alors transloqué dans le noyau ou il va induire la transcription de geénes cibles
impliqués dans la croissance des neurites ou a linverse dans l'apoptose neuronale
(Mincheva-Tasheva and Soler, 2013). Dans la MA, NFkB est activé par la sécrétion des
cytokines TNF et IL-18, d’APP et d’AB (Barger and Mattson, 1996). Il est responsable
de la surexpression du géne BACE1 entre autres, ce dernier induisant la production

d’oligomeres d’ABq.42 (Valerio et al., 2006; Buggia-Prevot et al, 2008).

PPARy appartient a la superfamille des récepteurs nucléaires d’hormones dont
lactivité est régulée par les lipides et les métabolites des stéroides. Il controle
'expression des génes liés a linflammation (Bensinger and Tontonoz, 2008). Dans les
conditions physiologiques, PPARy est peu exprimé dans le SNC. L’expression de
PPARy est élevée dans la MA (de la Monte and Wands, 2006). Son activation au
niveau de la microglie permet de diminuer I'expression de cytokines inflammatoires et
de geénes pro-inflammatoires contrebalangant leur induction par NFkB (Combs et al,

2000; Zhang and Jiang, 2015).

La neuroinflammation est un processus trés complexe mettant aussi en jeu
d’autres acteurs moléculaires tels que les ERO ainsi que les dérivés de 'ARA que nous
décrirons en détails dans la deuxiéme partie de cette synthése bibliographique. Le role
de la neuroinflammation dans la MA nécessite d’étre précisé mais il est évident que
c’est un processus important dans cette pathologie. Il a d’ailleurs été montré dans des
études rétrospectives que les traitements anti-inflammatoires pouvaient avoir un effet
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bénéfique dans la MA. Chez I'Homme, un traitement a long terme avec un anti-
inflammatoire non stéroidien (AINS) est associ€ & une diminution du risque de
développer la MA ainsi qu'une progression plus lente de la MA. Dans les modeles
animaux de la MA, que nous aborderons dans le paragraphe suivant, des inhibiteurs de
la cyclo-oxygénase (COX) -1 ont montré une amélioration des déficits de mémoire et
une diminution des dépdbts amyloides et de la phosphorylation de Tau (Choi et al,
2013). L’ibuproféne a également permis de diminuer les plaques amyloides et les

marqueurs de la neuroinflammation (Rich et al, 1995; Lim et al., 2000).

E. Les modeles animaux
Les modeles animaux ont pour but détudier les maladies humaines pour
comprendre leur mécanisme, trouver des cibles thérapeutiques et tester des
médicaments dirigés contre ces maladies. Bien souvent, les modéles ne parviennent pas
a reproduire les symptdmes tout en mimant le mécanisme complet de la pathologie, il
faut choisir entre ces différents aspects et utiliser le modéle le plus pertinent pour les

objectifs de I'étude.

Dans le cas de la MA, quelques especes développent de maniére spontanée des
plagues amyloides et une pathologie liée a Tau qui peuvent étre accompagnées d’un
déclin cognitif, mais ces espéces sont peu utilisées en recherche pour des raisons de
disponibilité, d’économie et d’éthique. Parmi ces modeles spontanés, le chien représente
un modele intéressant pour les maladies neurodégénératives, et pour la MA en
particulier. En effet, le chien produit une forme d’Aps4, identique a la forme humaine et
a été utilisé en recherche préclinique pour étudier des régimes antioxydants,
limmunothérapie anti-amyloide et I'enrichissement comportemental (Cotman and Head,
2008; Sarasa and Pesini, 2009). Les rongeurs représentent I'essentiel des animaux
utilisés en recherche mais ne développent pas les spécificités histopathologiques de la
MA. C’est pourquoi des modéles de la MA ont été créés par les chercheurs pour
pouvoir étudier cette pathologie sur les rongeurs. Certains modéles ont été induits par

des lésions de régions spécifiques du cerveau impliquées dans la MA comme
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'hippocampe ou certaines régions du cortex. Ces modeéles ont permis d’élargir nos
connaissances sur les mécanismes neurologiques liés aux altérations de la mémoire
(Gray and McNaughton, 1983; Glenn et a/, 2003; Sloan et al, 2006). Les perturbations
des neurotransmetteurs jouent un rdéle important dans la physiopathologie de la MA. En
effet, des perturbations des récepteurs de type cholinergiques ont été induites de
maniére pharmacologique par un antagoniste, la Scopolamine, ce qui a permis
d’augmenter les connaissances sur cet aspect de la MA (Sunderland et a/, 1986; Ebert
and Kirch, 1998). Enfin, des modeles ont été induits chimiquement pour mimer les
aspects inflammatoires, métaboliques et neurodégénératifs de la MA. Par exemple, la
perfusion de lipopolysaccharides ou de cytokines inflammatoires induisent une
neuroinflammation. Dans les années 1990, I'apparition de modéles murins transgéniques
ont permis aux chercheurs de développer de nouveaux modéles de MA prenant en
compte un aspect plus global de Ila pathologie contrairement aux modéles
précédemment cités qui se focalisaient sur des aspects spécifiques et isolés. Des
modéles d’injection du peptide AB ont également été développés afin d’étudier

précisément la cascade amyloide. Ces deux types de modeles sont décrits ci-dessous.

1. Les modeles murins transgéniques de la maladie d’Alzheimer

Les premiers modéles murins transgéniques de la MA ont été développés dans
le milieu des années 1990 et sont des souris exprimant la protéine APP humaine. Le
modéle PDAPP exprime la protéine APP humaine avec la mutation indienne V717F
induite par le promoteur Platelet-Derived Growth Factor B. Les modéles Tg2576 et
APP23 expriment la protéine humaine APP avec la mutation suédoise K670N/M671L
sous le contréle du promoteur du géne prion du hamster pour le modéle Tg2576 et
celui du promoteur du géne murin Thyl pour le modéle APP23 (Games et al, 1995;
Hsiao ef al, 1996; Sturchler-Pierrat et al, 1997). On retrouve chez ces souris des
dépoéts progressifs de peptide AR produisant des plaques diffuses et neuritiques, une
atrophie de I'hippocampe, une astrocytose et une microgliose (qui sont des modifications
de la forme et de Ila fonction des cellules gliales), des altérations des

neurotransmetteurs et des atteintes synaptiques, cognitives et du comportement. Ces
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modéles ont des profils neuropathologiques caractéristiques de la MA, ce qui confirme
le role central de la protéine APP et du peptide AR dans la MA. Cependant ces
modéles ne développent pas les DNF que l'on trouve chez les patients Alzheimer (Van

Dam and De Deyn, 2011).

La découverte des mutations des présénilines 1 et 2 dans la forme familiale de
la MA a conduit au développement de modeéles transgéniques PSEN1 et PSEN2. Bien
que ces souris présentent une augmentation du ratio AB1.42/AB140, €lles ne développent
pas de plaques amyloides ni de DNF, et montrent peu de désordres cognitifs et
comportementaux. Ces modeéles ont surtout servi au développement d’un modéle croisé
APP/PSEN, dont le ratio AB1.42/AB1.40 €St augmenté et la pathologie liée a I'AB amplifiée

par rapport aux modeles APP (McGowan et a/, 2006; Van Dam and De Deyn, 2011).

Des modeéles de mutations ou d’extinction de génes pour la protéine Tau ont été
développés. Les souris ayant une extinction du géne n’ont montré aucune altération. En
revanche un croisement entre les souris ayant une mutation pour APP et les souris
ayant une mutation pour Tau augmente les dép6ts amyloides et induit une apparition de
DNF et une perte neuronale que l'on ne retrouvait pas chez les souris APP (Gotz et

al., 2004b; Ribé et al., 2005).

Enfin, il a été développé un modéle combinant trois mutations : la mutation de la
protéine APP, la mutation de la protéine Tau, et la mutation de la préséniline 1. Ce
modéle, nommé 3xTg-AD, développe les plagques amyloides avant les DNF avec une
évolution équivalente a la MA en plus de [linflammation, du dysfonctionnement

synaptique et du déclin cognitif (Oddo et al., 2003; Van Dam and De Deyn, 2011).

2. Les modéles d’injection du peptide p-amyloide

Quelle que soit sa forme, la MA est caractérisée par une accumulation d’AB due
a un déséquilibre entre la production et la dégradation d’AB. Cet aspect de la MA peut
étre mimé par des injections intracérébrales ou intracérébroventriculaires (ICV) du
peptide AB dans le cerveau des rongeurs. L’administration peut étre aigué avec une

injection unique ou plusieurs injections faites a l'aide d’une canule, ou continue avec
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une canule accompagnée d’'une pompe osmotique. Ces derniéres permettent de mimer
la nature progressive de la MA. Une injection directe d’Ap induit des déficits mnésiques
et d’apprentissage qui sont évalués par des tests comportementaux. La sévérité de ces
troubles dépend de I'espece injectée du peptide AB injectée et de sa concentration, du
solvant utilisé pour diluer I'AB, de I'état d’agrégation du peptide AB, de la durée et du
site d’injection et du temps entre linjection et les tests de comportement. L’accumulation
d’AB est généralement associée a une inflammation, une activation de la microglie, un
stress oxydant et une perte de cellules au niveau de l'injection (Harkany ef al/, 1998;
Nakamura et al, 2001; Yamada et al, 2005). Ces modeles d’injection d’AB permettent
d’étudier la sensibilité des souris a la toxicité du peptide AB indépendamment de son
processus de production. lls permettent d’administrer une quantité et une espéce
définies d’AB. Contrairement aux modéles transgéniques ou les symptdbmes apparaissent
en plusieurs mois, ces modéles d'injection permettent d’obtenir des résultats en

quelgues semaines.

Il existe de nombreux modeéles dinjection d’AB. Le peptide AB étant I'élément
principal de la physiopathologie de la MA, cest ce type de modéle animal que nous
utilisons dans notre laboratoire pour étudier la MA. Nous avons vu précédemment que
'espéce toxique de ce peptide était 'AB142 et que c’est principalement sous la forme
d’oligoméres solubles qu’il induit sa toxicité dans la MA. Notre modéle murin de la MA
consiste donc en une injection unique d’oligoméres solubles d’ABi.42. L’injection de ces
oligoméres se fait par voie ICV, ce qui permet a [I'Ap datteindre rapidement
'hippocampe qui est la premiére zone du cerveau atteinte dans les phases précoces de

la MA. Ce modéle est décrit en détail dans le chapitre 2 de ce manuscrit.

Ces modéles animaux permettent d’étudier les différents aspects de la
physiopathologie de la MA, ainsi que de tester les molécules thérapeutiques. Nous
allons maintenant aborder brievement les différentes approches thérapeutiques qui ont

été développées pour traiter la MA.
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F. Approches thérapeutiques et préventives de la maladie d’Alzheimer
1. Approches thérapeutiques

Les traitements symptomatiques existent depuis le milieu des années 1990. Les

inhibiteurs de cholinestérase permettent d’augmenter les capacités cognitives et

®

modérent les troubles comportementaux. La Mémantine™, qui est un antagoniste du

NMDA-R, améliore la performance et la fonction cognitive des patients tout en
prévenant l'agitation et leur comportement agressif. Les effets de ces traitements sont
modérés et agissent a court terme, mais la combinaison des deux traitements permet
d’améliorer leurs effets bénéfiques. Des antipsychotiques et des antidépresseurs sont
également utilisés pour contrer les troubles de I'humeur chez les patients. Cependant,
les bénéfices des antipsychotiques sont modérés et leurs effets secondaires ne
permettent pas de les utiliser a long terme tout comme le bénéfice des antidépresseur
qui est trés limité (Birks and Harvey, 2006; Loy and Schneider, 2006; McShane et al,
2006; Gauthier et al., 2008; Lopez et al, 2009).

L’autre approche thérapeutique pour la MA est d’agir sur les éléments de sa
physiopathologie. La premiére option a été dagir sur la cascade amyloide. Les
inhibiteurs de y-sécrétase, qui permettent de diminuer la production d’AB, ont atteint la
phase lll de l'essai clinique, mais les effets bénéfiques du Tarenflurbil® n’étaient pas
significatifs. Certaines molécules inhibent l'agrégation de I'AB. L'immunothérapie anti-
amyloide permet d’augmenter la clairance de I'AB et améliorent le comportement des
souris transgéniques. D’autres approches consistent a neutraliser les effets de Tau ou
agir sur la neuroinflammation (Schenk et al, 1999; Green et a/, 2009; Ballard et al,

2011; Selkoe, 2011).

2. Approches préventives

A ce jour, les traitements accessibles aux patients atteints par la MA sont des
traitements symptomatiques et ne permettent pas dinverser la pathologie. Les
approches thérapeutiques n’étant pas encore efficaces, il est nécessaire d’agir en amont

de la maladie et d’explorer les facteurs de risque de la MA pour mettre en place des
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stratégies préventives. Certains facteurs comme l'dge, le sexe ou la génétique ne sont
pas modulables. En revanche nous pouvons agir sur les facteurs environnementaux, et
notamment sur notre alimentation. || a été démontré que des perturbations du
métabolisme et de la signalisation lipidique, et notamment des perturbations dans la
biodisponibilité¢ des AGPI, sont impliquées dans les phases précoces de la MA. Clest

pourquoi il est important d’étudier I'impact des lipides alimentaires sur cette pathologie.

2.1. Les facteurs de risque généraux

La MA étant une maladie chronique liée a I'age, elle est souvent associée a
d’autres pathologies. Plusieurs études ont montré un lien entre le diabéte de type Il et
la MA, qui sont toutes deux associées a des dépb6ts amyloides (Sridhar et al, 2015).
L’obésité, I'hypertension et l'inflammation chronique sont aussi des pathologies associées

a un risque accru de développer la MA (Grundke-lgbal et al/, 1986).

Le sexe a été 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). Le
rle des hormones sexuelles avec I'dge chez la femme a été suggéré par certains
auteurs qui avancent des effets bénéfiques d’'un traitement hormonal au moment de la
ménopause (Li and Singh, 2014; Young and Pfaff, 2014). Mais cela reste trés discuté et
linfluence des différences de niveaux d’éducation chez les hommes et les femmes dans

les anciennes générations peut étre une explication alternative.

Enfin, le niveau d’éducation, l'activité intellectuelle et la pratique sportive influent
aussi sur le risque d’étre atteint par la MA. Cette pathologie est moins fréquente chez
les personnes ayant un niveau dinstruction élevé ou une activité intellectuelle
importante. Il en est de méme pour les personnes ayant une activité sportive réguliére.
Ces activités auraient pour effet de stimuler et préserver les capacités cognitives,
apportant une « réserve cognitive » permettant une meilleure adaptation a la
neurodégénérescence et une réduction des symptdbmes de la MA. D’autre part, le

niveau de vie et l'environnement de la personne peuvent influencer le risque d’étre
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atteint de la MA. Par exemple, une personne isolée présente un risque important de

développer la MA (Sharp and Gatz, 2011).

2.2. Les facteurs de risque génétique

Contrairement a la forme familiale de la MA, la forme sporadique n’est pas
associée a des mutations de génes mais elle peut tout de méme étre influencée par
certains génes. Le facteur de risque génétique le plus connu, et établi depuis plus de
10 ans, est associé au gene de l'apolipoprotéine E (APOE) qui est une protéine
associée au transport des lipides. Le géne de 'APOE se situe sur le chromosome 19
et il existe 3 alléles difféerents pour ce gene: APOE2, APOE3 et APOE4. Une personne
porteuse d’'une copie de lalléle APOE4 présente 2 a 3 fois plus de risque d’avoir la
MA, et ce risque est multiplié par 5 ou plus lorsque l'individu porte 2 copies de lalléle
APOE4. |l faut cependant noter que les individus porteurs de lallele APOE4 ne
développent pas tous la MA et que les patients atteints par la MA ne portent pas
nécessairement l'alléele APOE4 (Corder ef al, 1993; Kuusisto et al, 1994; Swerdlow,

2007).

Au début des années 2000, des centaines d’études ont cherché & mettre en
évidence le role d’autres génes dans la MA, mais seul le géne SORL1 (Sortilin-Related
Recepitor) s’est révélé étre impliqué dans cette pathologie. D’autres génes ont par la
suite été liés a la MA comme par exemple les génes CLU, PICALM, et ABCA7. Ces
génes mis en évidence concernent trois voies impliquées dans la MA : la réponse
immunitaire, le métabolisme lipidique et I'endocytose (Reitz and Mayeux, 2014). La
grande majorité des génes qui ont été associées a la MA sont en fait impliqués dans le
métabolisme lipidique ce qui suggére un rbéle important de ce métabolisme et des

désordres qui y sont liés (Poirier et al., 2014).

Dans cette premiere partie, nous avons détaillé les aspects cliniques et les
mécanismes cellulaires et moléculaires liés a la MA. La deuxieme partie de la synthése

bibliographique sera consacrée a I'ARA, un AGPI fortement lié a cette pathologie.
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Il. L’acide arachidonique et les fonctions cérébrales

Dans la premiére partie de cette synthése bibliographique consacrée a la MA,
nous avons décrit cette pathologie comme une maladie de la mémoire, et par
conséquent une maladie de la synapse, ayant une composante inflammatoire. L’ARA,
qui est le deuxieme AGPI du cerveau, est un neuromédiateur important ainsi qu’un
acteur de linflammation. En raison de ces propriétés, I'ARA joue un rble essentiel dans
les fonctions cérébrales et est fortement impliqué dans la physiopathologie de la MA.

Nous nous intéresserons dans cette deuxiéme partie a ces deux aspects de I'ARA.

A. L’acide arachidonique, un acide gras polyinsaturé

Les acides gras (AG) sont les constituants majeurs des différentes classes de
lipides. Dans l'organisme, les lipides sont principalement stockés sous forme de
triglycérides, qui sont constitués de trois AG liés a un glycérol par des liaisons ester
(Figure 10). On peut également retrouver les AG estérifiés sous forme de
phospholipides dont les glycérophospholipides, composés d'un glycérol estérifié par deux
AG et d'un acide phosphorique lié a une fonction alcool déterminant la classe de
phospholipides (Figure 10), et les sphingophospholipides, composés d'un AG, de la
sphingosine et un acide phosphorique. Les phospholipides sont les constituants majeurs
des membranes cellulaires dont les propriétés dépendent fortement du type d'AG

constituant les phospholipides (Castleden, 1969; Flatt, 1995; Burri et a/., 2012).
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Figure 10 : Structure des triglycérides et phospholipides
d’apres Burri et al., 2012

Les AG sont des acides carboxyliques aliphatiques dont la chaine carbonée peut
contenir 4 a 36 atomes de carbones. Chaque AG est caractérisé par la longueur de sa
chaine carbonée et le nombre de doubles liaisons qu’il contient. La nomenclature
biochimique définit les AG en fonction de la longueur de la chaine carbonée (x), du
nombre de doubles liaisons (y) et de la position de la premiére double liaison a partir
de l'extrémité méthylée (z) : Cxiy w-z (ou n-z). Les propriétés physicochimiques des AG
dépendent du nombre de doubles liaisons gu’ils contiennent. La fluidité de la membrane
augmente avec le nombre de doubles liaisons présentes dans I'AG. |l existe trois types
d’AG, classés selon le nombre de doubles liaisons qu’ils possédent. Les AG saturés ne
possedent pas de double liaison, et les principaux AG saturés sont les acides
palmitique avec 16 atomes de carbone (C16:0) et stéarique avec 18 atomes de carbone
(C18:0) (Figure 11) (Emken, 1994; Mensink et al/, 1994). Les AG monoinsaturés
possédent 1 seule double liaison, le principal étant I'acide oléique (C18:1 ®-9) (Figure
11). Enfin, les AGPI possédent plusieurs doubles liaisons et sont séparés en deux

groupes : les w-3 dont la premiére double liaison se situe sur le 3° carbone (Figure 11)
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et les w-6 dont la premiére double liaison se situe sur le 6° carbone (Chong and Ng,
1991). L’ARA est le principal AGPI de type w-6 dans les membranes cellulaires. Il est
composé de 20 atomes de carbone et quatre doubles liaisons (C20:4 w-6) (Figure 12).
Il peut étre synthétisé & partir d’'un précurseur fourni par I'alimentation comme nous le
verrons dans le chapitre suivant. Une fois dans la cellule, TARA peut étre incorporé
dans la membrane plasmique ou métabolisé mais il peut également agir directement
sous forme non estérifiée en tant que messager cellulaire. Le paragraphe suivant sera

consacré aux enzymes impliquées dans la mobilisation de I'ARA au niveau des

membranes plasmiques.

Saturated fatty acid (stearic acid)
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Figure 11 : Structure moléculaire des acides gras
d’apres White, 2009
Linolenic acid-an omega-3 fatty acid : acide linoléique- un acide gras w-3 ; monounsaturated fatty acid : acide
gras monoinsaturé ; oleic acid : acide oléique ; polyunsaturated fatty acid : acide gras polyinsaturé ; saturated
fatty acid : acide gras saturé ; steraric acid : acide stéarique.
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Figure 12 : Structure de I’acide arachidonique
d’apres Jiang et al., 1999
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B. Les acteurs de la mobilisation cellulaire de lI'acide arachidonique

Comme nous le verrons ci-dessous, 'ARA non estérifié module la fonction
synaptique a plusieurs niveaux et peut étre converti par plusieurs voies enzymatiques
en de nombreux métabolites. Ceux-ci peuvent influencer les fonctions cérébrales et/ou le
développement d’'une neuroinflammation. La libération de I'ARA a partir des
phospholipides est indispensable a ses fonctions et a sa conversion enzymatique. A
linverse, I'ARA non estérifié peut étre réincorporé dans les phospholipides afin de
limiter ses niveaux intracellulaires et préserver les fonctions cellulaires (Vaswani and
Ledeen, 1987; Farooqui ef al, 2000). Les phospholipases A, (PLA,) hydrolysent les
phospholipides pour libérer un ARA ou un autre AG ainsi qu’un lysophospholipide. Le
lysophospholipide libéré ainsi qu’un nouvel arachidonyl-CoA (coenzyme A) formé& par une
acyl-CoA synthétase sont pris en charge par une lysophospholipide acyltransférase
(LPLAT) pour former un nouveau glycérophospholipide, constituant de la membrane.

C’est ce qu’on appelle le cycle de Lands (Figure 13).

-~ Cellular functions———
—M‘mneﬂwdw_. i—,— —— — Signaling
—Curvature———— —Storage of lipid mediators

XXQQQQQQQQQQQQRX

Phospholipids

SUBu g aB8s888885Y

acyltransferases Lands’ CyC|e

Acyl-CoAs Lysophospholipids Fatty acids
LPC LPE LPG LPI LPS LCL LPA

Figure 13 : Réorganisation des phospholipides membranaires dans le cycle de Lands
d’apres Shindou et al., 2013

La régulation du cycle de Lands est importante pour [organisation des
phospholipides membranaires qui déterminent la fluidité et la courbure de la membrane

ainsi que la signalisation cellulaire et le stockage des médiateurs lipidiques. Elle permet
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€également de contréler I'accumulation d’AG dans le cerveau. C’est pourquoi il est
important d’étudier les enzymes acyl-CoA synthétases et LPLAT qui contrélent le niveau
de lysophospholipides et d’ARA non estérifiés et peuvent potentiellement assurer la
réincorporation de ce dernier dans les membranes, et notamment dans les membranes

neuronales (Lands, 2000; Shindou et al., 2013).

1. La phospholipases A, cytosolique : libération de l'acide arachidonique

Les PLA; clivent spécifiquement les liaisons ester en position sn-2 des
phospholipides pour libérer un AG et un lysophospholipide (Farooqui et a/, 2000). Plus
de 30 enzymes ont été identifiées a ce jour et on distingue 5 types de PLA; : les PLA,
secrétées (sPLA;), les PLA, cytosoliques (cPLA;), les PLA, calcium-indépendantes
(iPLA,), les PLA, lysosomales et les Platelet Activating Factor Acetylhydrolases
(Schaloske and Dennis, 2006). La cPLA, présente un intérét particulier puisqu’elle libere
préférentiellement I'ARA (Yamashita ef al., 1997). La cPLA, posséde un domaine
N-terminal calcium-dépendant qui cible les phosphatidylcholine (PC) dans le golgi et le
RE (Sun et al, 2010). Cette enzyme clive de fagon sélective les PC contenant de
FARA qui est majoritairement réacylé dans les phospholipides tandis qu’une petite
quantitt d’ARA est métabolisée. La cPLA, est activée par phosphorylation ou par la
concentration calcique intracytosolique. Une fois activée, la cPLA, est transportée du
cytosol vers la membrane, ou elle interagit avec son substrat
(Sanchez-Mejia and Mucke, 2010). La cPLA, est exprimée de fagon constitutive dans
les neurones et son activité est particulierement importante dans les neurones

d’hippocampe (Sanchez-Mejia et al, 2008).

Des études ont montré que la cPLA, a un rble dans la croissance des neurites
et les fonctions excitatrices neuronales liées aux NMDA-R (Shen et al, 2007b;
Shelat et al, 2008). Un modéle de souris transgéniques cPLA,” a été développé pour
étudier le role de la cPLA, dans le SNC, mettant en évidence une fonction dans la
neuroinflammation, [Ilischémie cérébrale, la maladie de Parkinson et la MA

(Bosetti, 2007). Ainsi, une augmentation de I'expression de la cPLA, a été mise en
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évidence dans lhippocampe de patients atteints par la MA (Colangelo et al, 2002;
Bosetti, 2007). Des études in vitro ont démontré que les oligoméres du peptide AR
induisaient une libération d’ARA associée a une relocalisation de la cPLA, dans la
membrane plasmique (Kriem et al, 2005; Shelat et al, 2008). En outre, I'inhibition de la
cPLA, dans des cultures de neurones corticaux primaires prévient la neurotoxicité
induite par le peptide AB et linactivation du géne cPLA, chez la souris préserve la
mémoire et les marqueurs synaptiques des altérations induites par le peptide AB (Kriem
et al, 2005; Sanchez-Mejia et al, 2008; Desbéne et al, 2012). En revanche, la
production importante de peptide AB dans le cerveau de souris Tg2776 se traduit par la
présence d’'un taux important dARA non estérifié et d’eicosanoides pro-inflammatoires,
qui sont diminués quand ces souris sont croisées avec les souris cPLA,” (Sanchez-
Mejia et al, 2008). Ces études prouvent le rdle crucial de la cPLA, dans la MA.
D’autre part, un certain niveau d’activation de la cPLA, et de libération d’ARA est
nécessaire au bon fonctionnement synaptique. La cPLA, serait notamment impliquée
dans l'induction de la LTD dans le cervelet (Mashimo et a/, 2008). Enfin, la cPLA, peut
affecter la fluidité et la perméabilité membranaire. En effet, un déficit en cPLA,
provoque des changements dans I'architecture membranaire et augmente la rigidité de
la membrane (Qu et al, 2013). Des changements de morphologie ont été observés
dans les neurones corticaux de souris cPLA,”, ce qui montre que la cPLA, et 'ARA

jouent un réle important dans la maturation des neurones corticaux (Qu et al/, 2013).

2. Les acyl-CoA synthétases

Chez les mammiféres, les AG doivent obligatoirement étre activés en acyl-CoA
pour étre estérifiés et incorporés dans les phospholipides ou autres lipides. La synthése
d’acyl-CoA est catalysée par une acyl-CoA synthétase a partir d’AG, d’adénosine
triphosphate (ATP) et du CoA (Figure 14) (Cho et al, 2000). La classification des acyl-
CoA synthétases se base sur la longueur des AG qu’elles activent préférentiellement.
Les acyl-CoA synthétases a courte chaine agissent sur les AG de 2 a 4 carbones ; les
acyl-CoA synthétases a chaine moyenne activent les AG de 4 a 12 carbones ; les acyl-

CoA synthétases a longue chaine (ACSL) sont spécifiques des AG de 12 a 22
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carbones (Soupene and Kuypers, 2008). Cing isoformes d’ACSL ont été identifiées
(ACSL1, 3, 4, 5 et 6) chez I'humain, la souris et le rat. Parmi ces ACSL, 'ACSL4

utilise préférentiellement 'ARA comme substrat (Cho ef al/, 2000; Kan et al., 2014).

(o] o

R’““"”H\UH ACS n:r"“‘w'J e
+ CoA +ATP ——— + AMP + PPi
Non-Esterified Acyl-CoA
Fatty Acid

Figure 14 : Activation d’un acide gras en acyl-CoA par une acyl-CoA synthétase
d’apres Clark et al., 2010

ACS: acyl-CoA synthétase; AMP: adénosine monophosphate ; ATP: adénosine triphosphate; CoA:
coenzyme A ; PPi: pyrophosphate inorganique.

L’ACSL4 est une enzyme fortement exprimée dans les tissus stéroidogénes tels
que les glandes surrénales, les ovaires et les testicules mais également dans le
cerveau, notamment dans I'hippocampe et le cervelet (Kang et al, 1997; Cao et al,
2000; Cho et al, 2000; Kan et al, 2014). L’ACSL4 est une protéine membranaire se
trouvant principalement au niveau des membranes associées aux mitochondries, des
membranes des peroxisomes et des microsomes qui sont des fragments de membranes
du RE (Meloni et al, 2009; Liu et al, 2011; Smith et al, 2013). Dans les cellules
fibroblastiques et corticosurrénaliennes, 'ACSL4 semble étre une enzyme clé dans la
régulation de la libération d’ARA et est impliqguée dans le maintien d'espéces PC
contenant de I'ARA ainsi que dans la synthése d’espéces phosphatidylinositol (PI)

(Cornejo Maciel et al., 2005; Kiich et al, 2014; Kuwata et al., 2014).

Une isoforme d’ACSL4 spécifique du cerveau a été mise en évidence et posséde
41 acides aminés de plus que lisoforme présente dans les autres tissus (Cho, 2012).
L’ACSL4 est impliquée dans le développement des cellules neuronales, leur
différenciation et la croissance d’épines dendritiques (Meloni et al, 2009; Cho, 2012). I
a également été montré que cette enzyme régule le transport des vésicules synaptiques
et serait donc requise pour le développement, la fonction et la transmission synaptique
(Liu et al, 2011). Enfin, ACSL4 joue un réle important dans le fonctionnement normal

du cerveau, notamment la mémoire et I'apprentissage. En effet une mutation du géne
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ACSL4, situé sur le chromosome X, serait lié au syndrome du retard mental lié a I'X
(Cao et al, 2000). ACSL4 joue également un role dans les cancers du sein, du colon
et du foie ou elle est surexprimée. Elle participe au contrble de I'agressivité du cancer
du sein et a linhibition de la croissance tumorale (Maloberti et a/., 2010; Orlando et al.,

2012).

Peu d’études ont étudié la régulation de I'enzyme ACSL4. L’effet de 'ARA sur
ACSL4 est controversé. Une étude a montré qu’un apport exogéne en ARA diminuait
'expression de la protéine ACSL4 sans affecter la transcription du géne. L’ARA induirait
également la dégradation d’ACSL4 en augmentant son ubiquitination (Kan et al, 2014).
A Tinverse, 'augmentation de la libération d’ARA et de sa concentration intracellulaire
activerait I'ACSL4 pour diminuer cette concentration d’ARA et prévenir la synthése
excessive de ses métabolites (Cho et al, 2000; Cho, 2012). D’autres études ont mis en
évidence que I'ACSL4 était régulée par des phosphorylations. Lorsque I'ACSL4 est
phosphorylée par la PKA, son activité est augmentée ; lorsqu’elle est phosphorylée par
la protéine kinase C (PKC), son activité est diminuée. La tyrosine phosphatase SHP2
serait également impliquée dans la phosphorylation et la régulation de I'ACSL4 :
linhibition de SHP2 réduit le niveau protéigue d’ACSL4 tandis que sa surexpression
augmente 'ACSL4 (Cooke et a/, 2011; Smith et al, 2013). Enfin, une étude récente a
mis en évidence un nouveau mécanisme de régulation de I'expression d’ACSL4 via
PPARS dans les tissus et les cellules hépatiques. En effet l'activation de PPARS
augmente I'ARNm et la protéine ACSL4 et une diminution de PPARS diminue

spécifiquement I'expression d’ACSL4 (Kan et al., 2015).

3. Les lysophospholipide acyltransférases

Une fois activés sous la forme d’acyl-CoA, 'ARA est pris en charge par les
LPLAT. Les LPLAT catalysent le transfert des AG entre un acyl-CoA donneur et un
lysophospholipide accepteur pour former un glycérophospholipide qui comporte le plus
souvent un AG saturé ou monoinsaturé en position sn-1 et un AGPI en position sn-2 et
constitue I'élément majeur des membranes (Yamashita ef a/, 1997; Hishikawa et al/,

2008; Shindou et al, 2013). Les LPLAT ont été détectées dans de nombreux tissus et
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sont fortement li€ées aux membranes plasmatiques et aux microsomes (Yamashita et al,
1997). Ces enzymes sont trés diverses et encore mal caractérisées. Il existe plusieurs
types de LPLAT ou Membrane-Bound O-Acyltransferases (MBOAT) dont les noms font
référence a la classe de phospholipide formé : lysophosphatidylcholine acyltransférase
(LPCAT), lysophosphatidylinositol acyltransférase (LPIAT), lysophosphatidylethanolamine
acyltransférase (LPEAT) et lysophosphatidylsérine acyltransférase (LPSAT). Chacune de
ces LPLAT a une préférence pour différents acyl-CoA ce qui contribue a la diversité
des membranes. Parmi ces LPLAT, deux ont montré une spécificité pour 'ARA : la
LPCAT3 (ou MBOATS) et la LPIAT1 (ou MBOAT?7) (Yamashita et al, 1997; Hishikawa
et al., 2008).

La LPCAT3 posséde une activité acyltransférase vers les lysophosphatidylcholine
(LPC), lysophosphatidylethanolamine (LPE) et lysophosphatidylsérine (LPS) avec une
préférence  pour laccepteur LPC mais n’a aucune activitt vers les
lysophosphatidylinositol (LPI) (Shindou et al, 2013; Zarini et al., 2014). Cette enzyme a
€également montré une préférence de substrat pour les acyl-CoA tels que l'oleoyl-CoA, le
linoleoyl-CoA et I'arachidonyl-CoA, avec une spécificité plus forte pour I'arachidonoyl-CoA
(Hishikawa et al., 2008; Pérez-Chacdén et al, 2010). En effet linduction de LPCAT3
atténue le taux d’ARA libre en augmentant l'incorporation d’ARA dans les phospholipides
membranaires et notamment dans les PC (Eto et a/, 2012). L’'ARA est 'AG majeur des
PC dans de nombreuses cellules et la LPCAT3 est I'enzyme principale dans la voie de
réorganisation des phospholipides (Hishikawa et a/, 2008). La LPCAT3 se trouve dans

le RE et est fortement exprimée dans le foie ainsi que dans le pancréas, le tissu

adipeux et le cerveau (Yamashita et al, 2014).

La LPIAT1 utilise spécifiquement les LPI comme accepteurs dacyl et
'arachidonoyl-CoA comme donneur d’acyl pour former des Pl contenant I'ARA
(Yamashita et al, 2014; Zarini et al, 2014). Cette enzyme est localisée dans les
membranes associées aux mitochondries et I'inactivation du géne LPIAT1 réduit le taux
d’ARA dans les Pl et Pl phosphates. Elle induit une atrophie du cortex et de

I'hippocampe chez la souris et limite la croissance des neurites sur modéle /n vitro
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(Hashidate-Yoshida et a/, 2015). Ainsi I'enzyme LPIAT1 est impliquée dans

incorporation de 'ARA dans les PL et joue un réle dans le développement neuronal.

Les enzymes de mobilisation de PARA et P'ARA Ilui-méme incorporé aux
membranes jouent un réle crucial dans larchitecture et le bon fonctionnement des
membranes. Voyons maintenant quels effets 'ARA non estérifié peut avoir sur la

fonction synaptique.

C. Roéle de l'acide arachidonique dans la fonction synaptique
1. L’acide arachidonique . un messager rétrograde

L’ARA non estérifié est impliqué dans de nombreuses fonctions neuronales
comme l'induction de la survie cellulaire ou 'augmentation de la croissance des neurites
(Katsuki and Okuda, 1995). L’ARA est également impliqué dans la plasticité synaptique,
dont la LTP est un élément clé. Linduction d’'une LTP nécessite une activation des
NMDA-R au glutamate et I'entrée consécutive de calcium dans la cellule postsynaptique
(Williams, 1996). Elle induit une libération d’ARA libre accompagnée d’une augmentation
de lactivation de PLA, dans la phase initiale de la LTP puis de la PLC dans les
phases plus tardives (Clements et al, 1991). Plusieurs études ont confirmé I'association
entre libération d’ARA et activation des NMDA-R dans le SNC des mammiféres et ont
suggéré que I'ARA jouait un réle de messager rétrograde (Pellerin and Wolfe, 1991;
Volterra et al., 1992; Bazan et al, 1997). Les messagers rétrogrades sont générés par
le neurone postsynaptique et maintiennent la libération de neurotransmetteurs pour
stimuler les changements synaptiques tels que la LTP (Bazan et a/, 1997). Une étude
récente a apporté des éléments confirmant cette hypothése (Schmitz et al, 2014).
L’accumulation calcium-dépendante d’ARA dans la membrane présynaptique joue un role
central dans la libération de glutamate et les effets persistants de 'ARA sont liés au
maintien de la LTP (Freeman et al/, 1990). L’ARA stimule la LTP et augmente la
sécrétion de glutamate dans les étapes tardives de la LTP (Williams et al, 1989; Lynch
and Voss, 1990; Nishizaki et al, 1999). La libération d’ARA par la cPLA; est méme

nécessaire a la LTP puisqu’une inhibition de la cPLA, inhibe la LTP (Su et al, 2013).
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L’ARA inhibe la recapture des neurotransmetteurs tels que le glutamate et I'acide
y-aminobutyrique (GABA) pour amplifier la transmission synaptique (Katsuki and Okuda,
1995; Roseth ef al, 1998). Enfin, 'ARA module l'ouverture des canaux ioniques,
inhibant par exemple les courants potassiques voltage-dépendant au niveau
postsynaptique (Katsuki and Okuda, 1995; Angelova and Miiller, 2009). Ces différentes
études indiquent que le messager rétrograde ARA stimule la LTP, mais une autre étude
a montré au contraire que I'ARA induirait une LTD (Bolshakov and Siegelbaum, 1995).
L’induction de la LTD nécessite a la fois un influx d’ions calciques dans les neurones
par des canaux voltage-dépendants et une activation des récepteurs mGlu. L’'expression
de cette LTD est présynaptique et nécessite I'action du messager rétrograde ARA. En
effet une libération d’ARA stimule la LTD mais une interruption de la libération d’ARA
inhibe la LTD (Bolshakov and Siegelbaum, 1995). L’ARA agirait par l'intermédiaire des
AMPA-R pour induire la LTD (Kovalchuk et a/, 1994). Des études plus récentes ont
montré que I'ARA, par son role de messager rétrograde, participerait a la formation de
nouvelles synapses. En effet I'ARA induit la croissance et la stabilisation de
terminaisons synaptiques en profitant d’'une voie axonale préexistante favorisant la
croissance (Schmidt, 2004). La formation de nouvelles connexions synaptiques nécessite
un complexe de polarité essentiel pour l'organisation du cytosquelette dans la formation
initiale d’axones, le complexe PAR3, PAR6 et PKC atypique (PKCa). La PKCa de ce

complexe peut étre activée par le messager rétrograde ARA (Schmidt et a/, 2014).

2. Lacide arachidonique : un acteur de l'exocytose

L’exocytose est un évenement cellulaire dans lequel des vésicules chargées
fusionnent avec la membrane plasmique pour libérer leur contenu dans le milieu
extracellulaire. Cette fusion de vésicules est impliquée dans des processus biologiques
variés tels que la croissance cellulaire, la réparation de la membrane cellulaire, le
recyclage de transporteurs membranaires et la libération de molécules de signalisation
telles que les neurotransmetteurs ou les hormones. La communication neuronale

nécessite un nombre suffisant de vésicules chargées de neurotransmetteurs, prétes a
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fusionner avec la membrane. Plusieurs protéines sont impliquées dans la sécrétion de

neurotransmetteurs via la fusion de vésicules synaptiques.

2.1. Protéines impliquées dans I'exocytose

Les protéines Soluble N-Ethylmaleimide-Attachment Receptor (SNARE) et
Sec1/Munc18 (SM) sont des protéines indispensables pour la fusion de vésicules avec
la membrane plasmique (Toonen and Verhage, 2007). Chez les mammiféres, les
protéines SNARE vésiculaires synaptobrévine-2 ou Vesicle Associated Membrane
Protein-2 (VAMP-2) et les protéines SNARE membranaires SNAP25 (Synaptosome-
Associated Protein of 25 kDa) et syntaxines interagissent ensemble pour former le
complexe SNARE (Rizo and Sidhof, 2002; Jahn and Scheller, 2006). Ce complexe
SNARE permet la fusion des vésicules contenant des messagers chimiques avec la
membrane plasmique et est essentiel pour I'exocytose des vésicules synaptiques
contenant des neurotransmetteurs, étape cruciale pour la transmission synaptique (Figure
15). Il a été montré que la syntaxine-1 est étroitement liée a la plasticité neuronale et a

la consolidation de la mémoire (Fujiwara et al, 2006).

Secretory— __—Secretory
granule granule
Receptor stimulation
cis-SNARE ‘ VAMP trans-SNARE
complexes /complexes
8 £
]
Syntaxin-4 Membrane
fusion
Plasma
membrane Release of granule-derived mediators

Figure 15 : Formation du complexe Soluble N-Ethylmaleimide-Attachment Receptor
(SNARE) par I’interaction entre la protéine SNARE vésiculaire et les protéines SNARE
membranaires permettant I’exocytose
d’apres Stanley and Lacy, 2010

SNAP : Synaptosome-Associated Protein; SNARE : Soluble N-Ethylmaleimide-Attachment Receptor ; VAMP :
Vesicle Associated Membrane Proteins.
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Les protéines SM sont également des facteurs centraux de la fusion
membranaire et se fixent aux syntaxines dans le cerveau. La protéine Munc18-1 est
exprimée de facon prédominante dans le cerveau, notamment au niveau des axones et
des membranes neuronales, et joue un rble essentiel pour la transmission synaptique
en contrdlant chaque étape de [I'exocytose (Toonen and Verhage, 2003, 2007).
Munc18-1 interagit avec les syntaxines-1 et -3 ainsi qu’avec les complexes SNARE
(Toonen and Verhage, 2007). La protéine Munc18-1 peut se fixer a la syntaxine-1 par
trois modes de fixation. Le premier mode de fixation consiste en une fixation de
Munc18-1 & la syntaxine-1 monomérique qui se trouve dans une conformation « fermée
». Le faisceau de trois hélices a en N-terminal de la protéine syntaxine-1 se replie sur
hélice a en C-terminal (Misura et al, 2000). Ce faisceau composé de 4 hélices est
alors englobé par la protéine Munc18-1, ce qui permet de maintenir la syntaxine-1 dans
une conformation fermée et inactive (Figure 16). La syntaxine-1 ainsi fixée a Munc18-1
ne peut pas se fixer aux protéines synaptobrévine-2 et SNAP25 et s’engager dans le
complexe SNARE (Misura et al, 2000; Voets et al, 2001; Rizo and Sidhof, 2002;
Latham et al, 2007). Le dimére Munc18-1/syntaxine-1 permet de stabiliser ces deux
protéines pendant leur transport cellulaire (Toonen et al, 2005; Connell et al, 2007).
Une fois a proximité de la membrane cible, un autre mode de fixation est utilisé : la
fixation de la séquence N-terminale des protéines SM a la séquence N-terminale
apparentée de la syntaxine-1 (Rickman ef al, 2007). Enfin, les protéines SM, dont
Munc18-1, se fixent au complexe SNARE dans la bicouche lipidique de la membrane
(Figure 16) (Zilly et al, 2006). La protéine Munc18-1 contrdle toutes les étapes de
sécrétion des neurotransmetteurs, de la formation des vésicules a la création du pore
transmembranaire (Toonen and Verhage, 2007). Munc18-1 controle le nombre de
vésicules liées a la membrane, prétes pour la fusion membranaire (Voets et al., 2001;
Weimer et al, 2003; Toonen et al, 2006). Le dimere Munc18-1/syntaxine-1 est requis
pour organiser l'arrimage des vésicules au niveau de la membrane cible et limite leur
mobilité (Toonen et al, 2006). Apres l'arrimage des vésicules, la syntaxine-1 se détache
de Munc18-1 pour se fixer a la protéine SNAP25 et former un complexe SNARE avec

la protéine synaptobrevine-2. C’est I'étape de préfusion des vésicules. Munc18-1 peut
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alors se fixer au complexe SNARE déja formé pour induire la fusion des vésicules avec
la membrane (Shen ef al, 2007a). La protéine Munc18-1 agit avec Munc13-1 pour
réguler les sécrétions synaptiques. Certaines vésicules ont une libération rapide induite
par une stimulation faible alors que d’autres sont plus réticentes a fusionner avec la
membrane. La phosphorylation de Munc18-1 par la PKC et l'activation de Munc13-1 par
le diacylglycérol (DAG) sont requises pour réapprovisionner les vésicules réticentes a la
fusion mais n’amplifient pas I'amorcage des vésicules plus disposées a fusionner
(Latham et al, 2007). Ainsi Munc18-1 joue un réle central dans la transmission

synaptique via I'exocytose des vésicules synaptiques.

A

B o

Vesicle

Vesicle Vesicle

Target Membrane Target Membrane Target Membrane

Figure 16 : Modeéle d’intéraction entre la protéine Munc18 et la syntaxine
d’aprés Jewell et al., 2010

A) Munc18 non stimulé, maintenant la syntaxine dans une conformation « fermée » empéchant la syntaxine de
participer au complexe soluble N-Ethylmaleimide-Attachment Receptor (SNARE) et inhibant ainsi I’exocytose.

B) Munc18 stimulé reste lié a la syntaxine dans une conformation « ouverte » lui permettant de participer au
complexe SNARE.

C) Munc18 interagit avec le complexe SNARE.

2.2. Role de I'ARA dans I'exocytose

Les lipides sont particulierement impliqués dans le phénoméne d’exocytose. Les
protéines SNARE, engagées dans la fusion membranaire, sont sensibles a la présence

de certains AGPI et notamment a la présence d’ARA, mais les AG saturés n’ont aucun
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impact sur ces protéines (Rickman and Davletov, 2005; Darios and Davletov, 2006;
Connell et al, 2007). Munc18-1 et la syntaxine-1 sont les premiéres protéines
impliquées dans I'exocytose et identifites comme des cibles de I'ARA. L’ajout d’ARA au
niveau de la membrane synaptique suffit & potentialiser la formation du complexe
SNARE (Latham et al, 2007). L’ARA est capable dactiver les syntaxines méme
lorsqu’elles sont associées & Munc18-1, ce qui permet d’engager la syntaxine-1 dans le
complexe SNARE sans abolir I'association Munc18-1/syntaxine-1 (Figure 16) (Rickman
and Davletov, 2005; Connell et al, 2007). Cela autorise linteraction de la protéine
Munc18-1 avec le complexe SNARE (Figure 16). La syntaxine-1 nécessite la présence
d’ARA pour étre totalement activée et accélérer I'assemblage du complexe SNARE.
Ainsi, PARA peut stimuler les synapses actives au niveau de la membrane
présynaptique en influencant la formation du complexe SNARE (Latham et al/, 2007).
Cet assemblage, en présence de Munc18-1, peut étre induit également par I'ajout de
PLA, au niveau de la membrane synaptique (Brown et al/, 2003). Des études ont
montré que les PLC et phospholipases D (PLD) sont également impliquées dans la
fusion des vésicules. En effet, I'activation de la PLC potentialise I'exocytose tandis que
linhibition de la PLC bloque I'exocytose des vésicules synaptiques (Davletov et al,
1998; Bauer et al, 2007). Une corrélation a été montrée entre l'activation de la PLD1
et l'exocytose. En effet, linactivation de la PLD1 inhibe I'exocytose tandis que la
surexpression de PLD1 augmente le phénoméne d’exocytose dans les cellules
neuroendocrines (Vitale et al, 2001). Le role de cette PLD dans I'exocytose est médié
par l'acide phosphatidique généré par la PLD1 qui stimule la fusion des vésicules
sécrétrices avec la membrane plasmique médiée par les protéines SNARE (Bader and
Vitale, 2009; Mendonsa and Engebrecht, 2009). L’action locale des phospholipases sur
les phospholipides membranaires permet d’obtenir une concentration transitoire en ARA
forte au niveau de la membrane, suffisante pour stimuler I'interaction entre les SNARE

(Brash, 2001).

Un autre complexe protéique, le complexe TIP30 composé de trois protéines

TIP30, ACSL4 et endophiline B1, joue un rdle important dans la fusion des vésicules
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dans l'endocytose (Zhang et al, 2011). Composé de I'ACSL4 qui est spécifique de
’ARA, ceci confirme limplication de cet AG dans la fusion membranaire. Le complexe
TIP30 est capable de transférer des groupes arachidonoyl sur I'acide phosphatidique,
produisant de nouvelles espéces lipidiques capables d'induire un contact étroit entre les

membranes, facilitant ainsi leur fusion (Zhang et al/, 2011).

Outre ses fonctions de messager rétrograde et de régulateur de I'exocytose,
FARA est connu pour étre impliqué dans linflammation. En effet, de nombreux
métabolites de 'ARA sont des médiateurs de l'inflammation, c’est pourquoi le prochain
paragraphe est consacré au métabolisme de 'ARA et aux rbles physiologiques de ses

métabolites.

D. Les dérivés de l'acide arachidonique : eicosanoides et endocannabinoides

L’ARA non estérifié est converti en une série de métabolites, appelés
eicosanoides car ils possédent tous 20 carbones, par des enzymes qui agissent les
unes sur les produits des autres. Ces synthéses successives ont été encore
dénommées sous le terme de cascade de I'ARA. Une fois libéré a partir de la position
sn-2 des phospholipides membranaires par les PLA,, 'ARA est métabolisé par trois
types d’enzymes dont il est le substrat majeur : les COX, les lipoxygénases (LOX) et la
cytochrome P450 époxygénase (CYP EPOX). Les COX catalysent la formation de
prostaglandines (PG) et thromboxanes (TX), les LOX catalysent la formation de
leucotriénes (LT) et lipoxines et la CYP EPOX produit I'acide époxyeicosatriénoique
(EET) (Figure 17) (Funk, 2001; Stables and Gilroy, 2011; Meirer et al, 2014). Ces
dérivés de 'ARA ont tous des fonctions liées a l'inflammation, c’est pourquoi un excés
d’ARA sous forme non estérifiée est impliqué dans linflammation chronique que l'on
retrouve dans de nombreuses pathologies telles que les maladies métaboliques,
cardiovasculaires et neurodégénératives. L’ARA peut également étre libéré a partir de
phospholipides membranaires par d’autres phospholipases, les PLC et PLD. L’ARA

libéré est alors métabolisé en des composés particuliers, les endocannabinoides, qui ont

68



Synthése bibliographique : l'acide arachidonique

également des fonctions biologiques importantes dans la réponse immunitaire et la

fonction synaptique et ont montré un intérét dans la MA.

Cell membrane phospholipids

1311

l PLA,
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Figure 17 : Métabolisme de I’acide arachidonique et synthése des eicosanoides
d’aprés Aid and Bosetti, 2011

AA = acide arachidonique; COX = cyclo-oxygénase; EET = époxyeicosatriénoique ; PG = prostaglandine ;
TX = thromboxane.

1. La voie des cyclo-oxygénases

Les COX sont des enzymes liées a la membrane qui jouent un réle central dans
la cascade de linflammation. Bien que ces enzymes convertissent I'acide y-linolénique,
'acide eicosapentaénoique (EPA) et l'acide docosahexaénoique (DHA), leur substrat
préféré est I'ARA (Phillis et al, 2006). Elles transforment I'ARA en prostanoides
bioactifs. Les COX sont des enzymes bifonctionnelles possédant deux sites catalytiques.
La premiere fonction oxygénase ajoute deux molécules d’oxygéne a I’ARA pour former
la PGG;, instable qui est ensuite transloquée au deuxiéme site catalytique ayant une
fonction peroxydase et transformant la PGG, en PGH,, plus stable (Figure 17)
(Kulmacz, 1998; Chandrasekharan and Simmons, 2004; Aid and Bosetti, 2011; Rink and

Khanna, 2011). La PGH;, est ensuite métabolisée en PG active ou en TXA; par des
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prostanoide synthases spécifiques du type cellulaire et tissulaire. Ces prostanoide
synthases sont : la PGE, synthase (PGES), la prostacyclin synthase ou PGl, synthase,
la PGD, synthase (PGD2S), la PGF,, synthase et TX synthase, chacune pouvant
posséder plusieurs isoformes (Jakobsson et al, 1999; Milatovic et a/, 2011; Meirer et
al, 2014). Les produits de ces enzymes sont des prostanoides (ou PG), médiateurs
lipidiques dont les fonctions biologiques variées peuvent parfois étre antagonistes
(Pecchi et al., 2009). Les PG exercent leur action de fagon spécifique au type cellulaire
via divers récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) situés a la surface des cellules.
Neuf RCPG ont été mis en évidence : DP1 et DP2 fixant la PGD,, EP1 a 4 fixant la
PGE,, FP fixant la PGF,, IP fixant la PGIl, et TP fixant la TXA; (Funk, 2001;
Hirata and Narumiya, 2011; Stables and Gilroy, 2011; Woodward et al/, 2011). Les
fonctions biologiques de ces prostanoides associés a leurs RCPG seront détaillées

ultérieurement.

Il existe trois isoformes de COX : les COX-1, COX-2 et COX-3. La COX-1 et la
COX-2 contiennent 60% d’homologie dans leurs séquences d’acides aminés et
catalysent les mémes réactions. Ce sont des homodimeéres situés dans les membranes
du RE et du noyau qui different par leurs génes, leurs mécanismes de régulation, leur
localisation et leur fonction (Smith et a/, 2000; Aid and Bosetti, 2011). Les sites actifs
des COX-1 et COX-2 difféerent par des résidus valine aux positions 434 et 523 dans la
COX-1 remplacés par des résidus isoleucine dans la COX-2. Cela confere a la COX-2
un site actif plus large et plus flexible permettant une plus grande production
d’eicosanoides lorsque la concentration en ARA est faible (Kurumbail et a/, 1996;
Phillis et al, 2006; Rink and Khanna, 2011). La COX-3 est un variant de la COX-1 que
'on trouve chez le chien et le rat dont le role est peu connu (Phillis ef al, 2006). Dans
le cerveau, les COX-1 et COX-2 sont constitutivement exprimées. Dans les conditions
physiologiques, la COX-1 se trouve dans la microglie et les cellules périvasculaires alors
que la COX-2 se trouve au niveau des dendrites postsynaptiques et des terminaisons
excitatoires, en particulier dans le cortex et I'hippocampe (Yermakova et al, 1999;

Hoozemans et al, 2001; Wang et al., 2005; Garcia-Bueno et al, 2009). La COX-1 est
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exprimée de facon constitutive dans la plupart des cellules et permet le maintien des
fonctions physiologiques de base et 'homéostasie dans la synthése des PG. Elle est
impliquée dans la production de prostanoides dans la phase initiale de linflammation
aigué tandis que la COX-2 est surexprimée quelques heures aprés (Hao and Breyer,
2007; Smyth et al, 2009; Milatovic et al., 2011). La COX-2 est un élément clé dans la
réponse inflammatoire aigué et joue un réle important dans de nombreux processus
physiopathologiques. Elle peut avoir des effets aussi bien protecteurs que toxiques sur
les neurones selon le stimulus primaire et la cible. C’est une enzyme induite dans la
majorité des tissus par des stimuli inflammatoires et elle est considérée comme la seule
isoforme capable de propager la réponse inflammatoire (Smyth et a/, 2009; Andreasson,
2010; Milatovic et al, 2011; Rink and Khanna, 2011; Meirer et al, 2014). La COX-2 est
également impliquée dans l'activité synaptique, la LTP, la LTD et la consolidation de la
mémoire (Hewett et a/, 2006; Stefanovic et al, 2006). La COX-2, contrairement a la
COX-1, peut oxygéner les endocannabinoides qui correspondent a une voie métabolique
importante dans les neurones pour réguler les transmissions synaptiques excitatives

(Slanina and Schweitzer, 2005).

2. La voie des lipoxygénases

Les LOX sont des enzymes dioxygénases monomériques dont il existe quatre
isoformes. La classification est basée sur la position du carbone sur lequel elles
oxydent 'ARA : la 5-LOX, la 8-LOX, la 12-LOX et la 15-LOX. Elles varient par leur
géne, leur séquence en acides aminés et leur distribution tissulaire mais leur site actif
est conservé (Aparoy et al, 2008; Rink and Khanna, 2011). Seulement trois formes se
trouvent dans le cerveau (les 5-, 12- et 15- LOX) et la 12-LOX est la plus abondante
(Hambrecht et a/, 1987). L’oxydation de l'ion ferreux (Fe?*) en ion ferrique (Fe®*) active
'enzyme LOX qui va former l'acide hydroperoxyeicosatetraénoique (HPETE) a partir de
'ARA (Figure 18) (Hammarberg et al, 2001; Rink and Khanna, 2011). Le HPETE est
trés réactif et est métabolisé en composés plus stables dont [I'acide
hydroxyeicosatetraénoique (HETE) et les LT (Figure 18) (Rinaldo-Matthis and
Haeggstrom, 2010; Haeggstrom and Funk, 2011; Meirer et a/, 2014). La 5-LOX est une
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enzyme clé de la cascade des LT dont elle catalyse deux étapes dans leur biosynthése
des LT. La seconde étape d’oxydation catalysée par la 5-LOX, et non par les autres
LOX, est la synthése d’'un époxyde intermédiaire ou époxyleucotriene LTA,; a partir du
5-HPETE. Dans cette deuxiéme étape, la 5-LOX est activée par la 5-LOX Activating
Protein (FLAP) qui est une protéine membranaire homotrimérique (Figure 18) (Rouzer et
al., 1986; Phillis et al, 2006; Rinaldo-Matthis and Haeggstrom, 2010, 2010; Meirer et
al, 2014). Le LTA,; est un intermédiaire fortement instable qui est facilement hydrolysé
en LTB4 par la LTA4 hydrolase (LTA4H) ou bien est conjugué avec le glutathion par la
LTC, synthase pour produire le LTC4. Le LTC, peut étre transporté en dehors de la
cellule par la protéine MRP1 (Multidrug-Resistance-Associated Protein) et métabolisé en
LTD, et LTE4 (Figure 18) (Samuelsson, 1983; Radmark et al, 1984; Haeggstrom and
Funk, 2011; Rink and Khanna, 2011; Meirer et al, 2014). Le niveau intracellulaire de
Ca?" régule la translocation de la 5-LOX a partir du cytosol vers la membrane nucléaire
ainsi que son activation (Rakonjac et al, 2006; Rinaldo-Matthis and Haeggstrom, 2010).
Les LT fonctionnent via des RCPG dont 4 récepteurs ont été clonés : deux aux
Cystéinyl-LT (Cys-LT), c’est-a-dire a LTCy4, LTD4 et LTE4 (Cys-LT1 et Cys-LT2) et deux
au LTB, (BLT1 et BLT2) (Figure 18). Le LTB4 a une forte affinité pour le récepteur
BLT1 exprimé dans les cellules inflammatoires (Meirer et al, 2014). Les rbles
physiologiques de la voie de synthése des LT, de la méme fagcon que la voie de

synthése des prostanoides, seront abordés dans le paragraphe suivant.

3. La voie cytochrome P450 époxygénase

L'enzyme CYP EPOX est liée a la membrane et localisée dans le foie, le
cerveau, le rein, le poumon, le coeur et le systéeme cardio-vasculaire (Meirer et al,
2014). Dans le cerveau, la CYP EPOX est exprimée plus fortement dans les astrocytes
voisins (Peng et al, 2004). Elle métabolise 'ARA en insérant un atome d’oxygéne au
niveau d’'une des doubles liaisons de I' pour former les EET (Rink and Khanna, 2011).
Les EET sont peu stables et sont rapidement hydrolysés par I'époxyde hydrolase

soluble en acide dihydroxyeicosatriénoique (DIHETE).
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Enzymes Transporters

1 LTA, hydrolase 8 LTB, transporter

2 LTC, synthase 9 Multidrug resistance-
3 y-Glutamyl transpeptidase associated protein-1
4 Dipeptidase

5 Glutathione peroxidase
6 5-Hydroxyeicosanoid dehydrogenase
7 12/115-LO

Figure 18 : Biosynthése des leucotriénes par la voie des lipoxygénases
d’aprés Poeckel and Funk, 2010

AA = acide arachidonique; FLAP = five-lipoxygénase activating protein; ETE = eicosatetraénoique;
HETE = hydroxyeicosatetraénoique ; HPETE = hydroperoxyeicosatetraénoique ; LO = lipoxygénase;
LT = leucotriéne ; LX = lipoxine.

4. La synthése des endocannabinoides

Les endocannabinoides sont des composés lipidiques, dérivés de la dégradation
des phospholipides membranaires. Les endocannabinoides ne sont pas stockés dans la
cellule et sont produits en réponse a lactivation des cellules immunitaires ou a la
dépolarisation de la membrane neuronale (Koppel and Davies, 2008). Deux types de
récepteurs aux cannabinoides, qui sont des RCPG, ont été caractérisés : les récepteurs
CB1 et CB2. A lorigine, ces récepteurs ont été identifiéss comme étant des récepteurs
au A%tetrahydrocannabinol (A%-THC), composé psychoactif du cannabis. Le récepteur
CB1 est exprimé abondamment dans le SNC tandis que le récepteur CB2 est plus
abondant au niveau périphérique dans les cellules immunitaires (Koppel and Davies,
2008). D’autres récepteurs peuvent fixer les cannabinoides, tels que le récepteur

GPRS5, les récepteurs PPARa et PPARY et le transient receptor potential vannilloid-1
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(Aso and Ferrer, 2014). Les endocannabinoides les plus représentés sont I'anandamide
ou arachidonoylethanolamine (AEA) et le 2-arachidonoylglycérol (2-AG) (Piomelli, 2003).
Ces deux endocannabinoides difféerent par leurs fonctions et également par leur
synthése et leur dégradation. Leur dégradation produit et éléve les taux d’ARA non

estérifié.

4.1. L’anandamide

L’anandamine est synthétisée par l'action successive de deux enzymes. Dans un
premier temps, I'enzyme Calcium-Dependent Transacylase (CDTA) transféere 'AG d'un
phospholipide membranaire sur I'amine de la téte polaire d'une PE pour produire le
précurseur de I'AEA, la N-arachidonoyl PE (NAPE) (Cadas et al, 1996). Dans un
second temps, l'enzyme WNAPE-selective PLD convertit la NAPE en anandamide
(Schmid et al, 1983; Okamoto et al, 2004). L'’AEA est hydrolysée en ARA et
ethanolamine par la Fatty Acid Amide Hydrolase (FAAH) fortement exprimée dans le
SNC et associée aux membranes intracellulaires (Ahn et al, 2008). L’'anandamide peut
€galement étre dégradée par la monoacylglycérol lipase (MAGL), mais cette voie de

dégradation est minoritaire par rapport a celle de la FAAH (Di Marzo et al, 1994).

4.2. L’arachidonoylglycérol

Le 2-AG est I'endocannabinoide le plus abondant du cerveau : sa concentration
est 200 fois plus élevée que celle de 'AEA (Stella et al, 1997). Il contient une chaine
ARA estérifiee a la position sn-2 du glycérol (Ueda et a/, 2011). La voie de synthése
principale du 2-AG commence par I'hydrolyse d'un Pl contenant 'ARA par une PLC
Pl-spécifique. Le DAG formé voit son second AG en dehors de 'ARA hydrolysé par la
diacylglycérol lipase (DAGL) qui produit le 2-AG (Sugiura et al, 2006). La voie majeure
de dégradation du 2-AG consiste en une hydrolyse du 2-AG en ARA et glycérol par la
MAGL (Dinh et al, 2002; Blankman et al, 2007). Le fragment arachidonoyl du 2-AG
peut également étre oxygéné par la COX-2 pour former des glyceryl PG ou par les
LOX pour former des dérivés hydroperoxy de 2-AG (Kozak and Marnett, 2002;
Rouzer and Marnett, 2008).

74



Synthése bibliographique : l'acide arachidonique

E. Réles physiologiques et implication dans la MA des métabolites de [I'acide

arachidonique

1. Les prostanoides

1.1. La prostaglandine D,

Au niveau périphérique, la PGD, posséde des effets de vasodilatation et de
relaxation des muscles lisses (Moncada and Vane, 1978; Giles and Leff, 1988). La
PGD, joue des rbles complexes et opposés dans le systéme immunitaire. Elle induit une
inflammation générée par les mastocytes tandis que son métabolite, la
15-desoxy-A(12-14)-PGJ, (15-d-PGJ,), est anti-inflammatoire. En effet la 15-d-PGJ, est
capable d’inhiber la signalisation de NFxB (Lewis ef al, 1982; Straus et al, 2000;
Trivedi et al., 2006). La PGD, est la PG la plus abondante dans le cerveau des
mammiféres (Narumiya et a/., 1982). Il existe deux PGD2S, la /ipocalin-like synthase ou
protéine béta-trace et la PGD2S de type hématopoiétique. La PGD2S /jpocalin-like est
fortement exprimée dans le SNC ainsi que dans [Iappareil génital masculin. Elle
présente des propriétés de liaison de ligands lipophiles comme les rétinoides et les
hormones thyroidiennes en plus de son activité enzymatique et est considérée comme
une protéine majeure du LCR (Urade and Hayaishi, 2000). En outre La PGD2S
lipocalin-like et son produit la PGD, jouent un rbéle majeur dans la régulation
physiologique du sommeil (Qu ef a/, 2006) mais la PGE, et les récepteurs EP
interviennent aussi dans le cycle du sommeil notamment en cas d’inflammation (Oishi et
al, 2015). L’implication de la PGD, ou de la PGE;, dans les troubles du sommeil
observés dans la MA n’a pas fait I'objet d’étude jusqu’a présent. La PGD2S de type
hématopoiétique, est, dans le SNC, exprimée dans les cellules microgliales et voit son
niveau d’expression augmenter dans ces cellules chez les souris modéles de MA et
chez les patients affectés par la MA (Mohri et al, 2007). La stimulation des récepteurs
DP1 et DP2 améliore la fonction de la BHE et protége les neurones (Liang et a/, 2005;
Milatovic et al/, 2011). Il a été montré que la synthése de la PGD, est plus importante
dans le cortex frontal de patients Alzheimer par rapport aux patients contréles. De plus,

la PGD2S et le récepteur DP1 sont surexprimés dans la microglie et les astrocytes au
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niveau des plaques séniles chez les patients Alzheimer ainsi que chez un modéle murin
de la MA (lwamoto ef a/, 1989; Mohri et al, 2007). La PGD2S est un facteur
apoptotique majeur dans la MA et joue ainsi un réle important dans le développement

de démence chez les patients atteints par la MA (Maesaka et al., 2013).

1.2. La prostaglandine E;

La PGE; est la PG la plus largement produite dans l'organisme humain et est
impliquée dans les fonctions reproductrice, métabolique, immunitaire et neuronale
(Milatovic et al, 2011). Au niveau périphérique, la PGE, est impliquée dans la
vasodilatation, la formation de mucus au niveau du tractus gastro-intestinal et la
bronchodilatation dans le  systétme  respiratoire  (Orehek et al, 1973;
Moncada and Vane, 1978; Wolfe ef al, 1999). Le rOle de cette PG est complexe car
elle a aussi bien des effets pro- et anti-inflammatoires, induit une relaxation et une
constriction des muscles lisses ainsi que des effets toxiques et protecteurs (Walch et
al., 2001; Davis et al., 2004; Takadera et al, 2004; Andrade da Costa et a/, 2009). La
PGE, est responsable des symptomes de linflammation tels que les rougeurs, le
gonflement et la douleur (Meirer et al, 2014). Elle régule la prolifération et I'apoptose
des lymphocytes ainsi que la production de cytokines (Harris et a/, 2002; Legler et al.,
2010). Dans le cerveau, la PGE, diminue l'activation de la microglie et ainsi la toxicité
neuronale secondaire a l'activation de la microglie en diminuant le taux de cytokines
pro-inflammatoires lors d’'une inflammation du cerveau (Caggiano and Kraig, 1998;
Zhang and Rivest, 2001). Certaines études ont aussi montré que la PGE, était
impliquée dans la plasticité synaptique, agissant en aval des messagers postsynaptiques
sur la LTP en se fixant sur les récepteurs EP2 et EP3. Une altération de la
signalisation liée au récepteur EP2 serait a l'origine d’'un dysfonctionnement de la LTP
dans l'hippocampe, lié a des perturbations cognitives et émotionnelles que l'on retrouve
dans la schizophrénie (Akaneya, 2008; Savonenko et a/, 2009). Une augmentation de
la concentration de PGE, a été mesurée dans le LCR des patients affectés par la MA
ainsi que chez les patients atteints de MCI par rapport a des patients contréles

(Montine et al, 1999; Combrinck et a/, 2006). Il a été également montré que la PGES-
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1 microsomale, (MPGES-1), qui est stimulée par les agents inflammatoires et coopéere
avec la COX-2 pour la synthése de la PGE; (Girardet et al., 2011), était impliquée dans
la MA. Cette enzyme, et uniquement cette PGES, est induite dans la MA et son
expression est associée aux plaques amyloides aussi bien dans le cortex de patients
Alzheimer que chez la souris Tg2576. Chez ce modéle murin de la MA, une inactivation
de la mPGES-1 diminue la proliféeration microgliale autour des plaques séniles et
atténue les déficits d’apprentissage. Ces observations montrent que la PGES-1 est
induite dans la MA et joue un réle dans sa physiopathologie (Akitake et a/, 2013). La
signalisation de la PGE, peut étre médiée par différents récepteurs, ce qui peut
expliquer les roles variés de la PGE,. Les rbles spécifiques de ces récepteurs EP1 a 4,
tous présents dans le cerveau, ont été étudiés dans la MA. La suppression du
récepteur microglial EP2 diminue le taux d’AB dans le cortex de souris. De plus la
signalisation de la PGE, via le récepteur EP2 augmente la sécrétion d’AB dans le
modéle murin de la forme familiale de la MA APPSwe-PS1AE9 (Liang et a/, 2005;
Keene et al, 2010). La voie de signalisation COX/PGE, via le récepteur EP2 a été
impliquée dans le développement préclinique de la MA puisque la délétion du récepteur
EP2 restaure la clairance microgliale d'AB, supprime linflammation et ses effets
déléteres, et prévient l'altération synaptique et de la mémoire (Johansson et a/, 2015).
L’inactivation du récepteur EP3 chez le modéle APPSwe-PS1AE9 a montré une
diminution de [linduction de genes pro-inflammatoires, du stress oxydant, de |la
production d’Ap et de l'altération des protéines présynaptiques. EP3 a ainsi un réle pro-
inflammatoire, pro-amyloide et synaptotoxique dans le développement de la MA
(Shi et al, 2012). Enfin, l'inactivation du récepteur EP4 au niveau microglial augmente
'expression de genes inflammatoires et augmente le dép6t d’AB dans les phases
précoces de la MA chez la souris APPSwe-PS1AE9 mais pas dans sa phase tardive.
Ceci suggére une perte précoce de l'effet anti-inflammatoire et bénéfique du récepteur
RP4 dans le développement préclinique de la MA pouvant contribuer a sa progression

(Woodling et al., 2014).
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1.3. La prostaglandine Fu.

La PGFy joue un rble majeur dans la reproduction, la fonction rénale,
I'hypertrophie cardiaque et la régulation de la pression intraoculaire (Meirer et al., 2014).
Elle a également un effet bronchoconstricteur et est impliquée notamment dans I'asthme
(Fish et al, 1984). La PGF, est associée aux maladies inflammatoires aigies et
chroniques ainsi qu’a la migration des leucocytes dans le modéle expérimental
d’inflammation chez le rat (Milatovic et al, 2011). Concernant la MA, une étude clinique
récente a révélé chez des patients un taux élevé en 15-keto-dihydro-PGF,., un
métabolite de la PGF,,, ceci reflétant une biosynthése importante de PGF,, dans la MA

(Zhuang et al,, 2013).

1.4. La prostacycline

La prostacycline, ou PGl,, a des propriétés vasodilatatrices, anti-thrombotiques et
anti-inflammatoires (Vane and Botting, 1995). Elle a des effets bénéfiques lors d’un
traumatisme cérébral : chez le rat, elle diminue le volume de la lésion et augmente le
flux de sang cortical (Bentzer et a/, 2001, 2003). Chez I'homme, l'infusion de PGl, a
des doses physiologiques augmente I'oxygénation et diminue les Iésions cellulaires

aprés un traumatisme cérébral (Grande et al, 2000).

1.5. Le thromboxane A,

Le TXA, est un activateur puissant de plaquettes, un vasoconstricteur et un
bronchoconstricteur (Milatovic ef al., 2011). Ses fonctions opposées a celles de la PGl,
rendent la balance PGIo/TXA, cruciale pour le maintien de la fonction vasculaire
(Dogné et al, 2005). Dans le cerveau, la TXA;, joue un réle de neuromédiateur et son
taux endogene augmente lors dune ischémie ou en conditions hypotensives
(Yalcin et al, 2005). Seulement quelques études ont montré un lien entre la TXA; et la
MA. Une injection d’AB chez le rat a induit une augmentation du taux de TXA, et a
montré que le peptide AB altérait la fonction neuronale par la perte de neurones et via
la TXA, (Yagami et al, 2004). Une autre étude a montré que l'activation du récepteur

TXA,-prostanoid induit une augmentation de la production d’Ap (Soper et al., 2012).
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2. Les leucotrienes

Les LT sont des médiateurs lipidiques paracrines qui régulent la réponse
immunitaire innée et jouent un role dans les maladies inflammatoires chroniques telles
que l'asthme ou Il'athérosclérose. Les Cys-LT participent a la réaction d’hypersensibilité
(Meirer et al, 2014). lls ont un effet vasoconstricteur et sont impliqués dans la
bronchoconstriction (Michelassi et al., 1982). Le niveau total de LT s’accumule dans le
cerveau et le LCR des mammiféres aprés une ischémie cérébrale (Rao et al, 1999). Le
LTB4 est un agent chimiotactique pour les cellules de linflammation telles que les
neutrophiles, éosinophiles et macrophages et il propage linflammation et le stress
oxydant (Flamand et al, 2007; Rink and Khanna, 2011). Plusieurs études ont montré
que la 5-LOX est impliquée dans la MA : une inhibition /n vitro de la 5-LOX diminue la
formation d'’AB et une activation de la 5-LOX augmente la formation dAB
(Firuzi et al., 2008). Il a été montré que la 5-LOX est surexprimée dans la MA et
quelle régule la formation endogéne d’AB (Chu and Pratico, 2011). Récemment, des
études ont cherché a mettre en évidence quel LT était responsable de ces effets induits
par la 5-LOX. Le LTB, serait le médiateur de la 5-LO : il induit une augmentation de la
sécrétion d’AB, et augmente également I'expression de la protéine y-sécrétase (Amtul et
al, 2011; Joshi et al, 2014). Le récepteur Cys-LT1 est également impliqué dans la
MA : un traitement en ABi42 sur des neurones primaires de souris ainsi qu’une injection
intrahippocampique d’ABi42 augmente I'expression de ce récepteur, et I'inactivation de

ce récepteur /n vitro supprime la neurotoxicité de I'AB (Tang et al., 2014).

3. Les acides époxyeicosatriénoigues

Les EET sont des médiateurs lipidiques autocrines et paracrines qui agissent via
des RCPG de surface cellulaire encore peu connus (Meirer et al, 2014). Les EET ont
des propriétés anti-inflammatoires au niveau de I'endothélium en diminuant la production
des cytokines induites par le NFkB (Node et al, 1999; Hwang et al, 2013). lls ont
également des effets antihypertenseurs et diminuent I'agrégation des plaquettes pour
maintenir une homéostasie vasculaire (Imig, 2012). Enfin, les EET protegent les

neurones et les astrocytes de la mort cellulaire induite par une ischémie (Rink and
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Khanna, 2011). Les EET, produits de la CYP EPOX, sont neuroprotecteurs. Une
incubation avec le peptide AB chez le rat diminue la production d’'EET et DIHETE dans
le cortex. L’AB diminue également la production d’EET et DIHETE dans des astrocytes
et neurones en culture. Ces résultats montrent que I'AB diminue I'activité époxygénase
(Sarkar et al, 2011). Une étude récente a montré dans une population chinoise que le
polymorphisme du géne CYP2J2 peut étre associ€é a un risque plus important de
développer la MA (Yan ef al, 2015). Ainsi [l'activitt époxygénase du CYP serait

impliquée dans la MA.

4. Les endocannabinoides

Le récepteurs aux cannabinoides CB1 est le récepteur le plus abondant dans le
SNC et est exprimé au niveau du cortex, de I'hippocampe et du cervelet dans les
neurones et les cellules gliales (Pertwee, 1997). Il est localisé dans les terminaisons
nerveuses, ou il module les neurotransmissions excitatrices et inhibitrices, et également
au niveau périphérique ou il joue un réle dans la balance énergétique et le métabolisme
(Silvestri and Di Marzo, 2013). Les endocannabinoides agissent comme des messagers
rétrogrades via le récepteur présynaptique CB1 pour atténuer les courants calciques et
inhiber la libération de neurotransmetteurs tels que le glutamate, la sérotonine et le
GABA. lls sont associés a la LTP et la LTD, et sont ainsi impliqués dans la plasticité
synaptique et le maintien des fonctions cérébrales telles que la mémoire et
I'apprentissage (Wilson and Nicoll, 2002; Gerdeman and Lovinger, 2003;
Bahr et a/, 2006; Iremonger et al., 2011; Su et al, 2013). Un excés d’AEA peut altérer
la fonction neuronale par son action sur le récepteur CB1. La protéine Fatty Acid
Binding Protein 5 (FABP5) induit I'hydrolyse de I'AEA en ARA, diminuant la quantité
d’AEA dans le cerveau. Une extinction du géne de cette protéine chez la souris
provoque une accumulation d’AEA dans le cerveau et des altérations de I'apprentissage
et de la mémoire basées sur les fonctions de I'hippocampe. Cela indique que la FABP5
régule les fonctions cognitives de I'hippocampe par son action sur 'AEA (Yu et al,
2014). L’endocannabinoide exogéne AS-THC induit des troubles de la mémoire proches

de ceux quon retrouve dans la MA (Koppel and Davies, 2008). Les altérations
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synaptiques et cognitives induites par le A%-THC sont associées a une induction de la
COX-2 médiée par le récepteur CB1. Une inhibition de la COX-2 limite la
sous-expression des récepteurs au glutamate, l'internalisation du glutamate et l'altération
des épines dendritiques des neurones de [Ihippocampe induites par le A%-THC
(Chen et al, 2013a). L’autre récepteur aux cannabinoides, le CB2, est localisé dans les
cellules immunitaires périphériques. Dans le SNC, il se trouve principalement dans la
microglie (Maresz et al, 2007; Cabral and Griffin-Thomas, 2009). Les cannabinoides ont
un impact sur la prolifération des cellules microgliales via le CB2 (Carrier et al., 2004;
Shoemaker et al, 2005). Les lésions neuronales augmentent la production
d’endocannabinoides qui participent a un mécanisme de défense contre la toxicité
(Stella et a/, 1997; Marsicano et al, 2003). La stimulation de CB2 avec des
cannabinoides a un effet immunosuppresseur et anti-inflammatoire. Les cannabinoides
suppriment en effet la production de cytokines pro-inflammatoires via le récepteur CB2
(Cabral and Dove Pettit, 1998; Klein et al, 1998; Klein, 2005). Le 2-AG a la capacité
d’'induire la migration de nombreux types cellulaires dont les cellules B et les
éosinophiles via le CB2, c’est donc un agent chimiotactique (Jorda et al, 2002). Enfin,
dans des conditions inflammatoires, les agonistes du récepteur CB2 diminuent la
perméabilité de la BHE en augmentant I'expression des protéines des jonctions serrées

(Ramirez et al., 2012).

Plusieurs études ont affirmé que les endocannabinoides avaient un role dans la
MA. Une altération de la composition et de la signalisation des endocannabinoides a
été mise en évidence post mortem dans des cerveaux de patients atteints par la MA
(Aso and Ferrer, 2014). Cependant le role du récepteur CB1 dans la MA est ambigu :
certaines études ont montré une réduction de I'expression de CB1 dans le cortex et les
neurones distants des plaques séniles (Ramirez et al, 2012; Solas et al., 2013) tandis
que d’autres études n’ont montré aucun changement dans I'expression, la distribution et
la disponibilitt de CB1 dans le cortex et I'hippocampe dans la MA (Mulder et al., 2011,
Ahmad et a/, 2014). Le role de CB2 dans la MA est plus clair avec une augmentation

dans les cerveaux de patients Alzheimer correspondant principalement a I'expression de
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ce récepteur dans la microglie située autour des plaques séniles (Ramirez et al., 2012;
Solas et al, 2013). Le niveau d’expression de CB2 a également &té corrélé avec le
taux d’AB et de dépbts amyloides, mais pas avec le statut cognitif des patients
(Solas et al, 2013). Les taux plasmatiques d’AEA et 2-AG ne varient pas entre les
patients Alzheimer et leurs controles (Koppel et al, 2009) mais l'analyse post mortem
des cerveaux des patients Alzheimer montre une diminution d’AEA dans le cortex frontal
et temporal par rapport aux contréles (Jung et al, 2012). Les effets des cannabinoides
sur la MA ont été étudiés par plusieurs équipes de recherche. Les cannabinoides
induisent une neuroprotection contre la toxicité du peptide AB, augmentant la viabilité
des neurones et diminuant l'altération de la mémoire induite par 'AB (van der Stelt et
al, 2006; Ruiz-Valdepenas et al, 2010; Harvey et al, 2012; Chen et al, 2013a;
Janefijord et al., 2014). Les cannabinoides exogenes inhibent in vitro
I’hyperphosphorylation de la protéine Tau via le récepteur CB1 (Esposito et a/, 2006;
Aso and Ferrer, 2014). Ces différentes études montrent trés clairement que les
cannabinoides exercent un rble bénéfique sur les différents aspects de la MA, c’est

pourquoi ils représentent une cible intéressante dans le traitement de la MA.

Pour conclure cette partie sur 'ARA, celui-ci, ses enzymes de mobilisation et ses
dérivés ont de nombreux roles dans le cerveau et interviennent dans la MA par
différentes voies. Certains effets sont positifs et nécessaires aux fonctions synaptiques
mais d’autres peuvent induire une neurotoxicité a l'origine de maladies neurologiques ou
neurodégénératives. Un apport en ARA est indispensable pour le SNC mais un exces
en ARA peut nuire aux fonctions cérébrales. L’ARA étant un AG essentiel apporté par
l'alimentation, le régime alimentaire pourrait étre a l'origine d’'un déséquilibre entre les
effets bénéfiques et déléteres de I'ARA. La troisiéme et derniére partie de cette
synthése bibliographique sera consacrée aux impacts de lalimentation sur la quantité

d’ARA apportée au cerveau et leurs conséquences.
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Ill. L’alimentation dans la maladie d’Alzheimer

Dans les pays occidentaux, la composition des régimes alimentaires a subi des
changements conséquents depuis les révolutions industrielles et agricoles apres la
seconde guerre mondiale. Les produits riches en lipides et sucres simples tels que le
glucose ou le saccharose étant devenus plus accessibles et moins onéreux, le taux de
lipides a augmenté au détriment des fibres et sucres complexes tels que I'amidon ou
les polysaccharides issus de fruits, légumes et féculents. La consommation de graisses
animales, initialement associée a des apports importants en AG saturés, a également
augmenté de fagon significative (Drewnowski, 2000; Nielsen ef al, 2002;
Francis and Stevenson, 2013). Ces tendances ont été exacerbées avec I'apparition de
l'alimentation de type fast food. L’augmentation de la prévalence de l'obésité dans les
sociétés occidentales ainsi que celle des maladies cardiovasculaires et métaboliques a
d’abord été associée a I'excés d'AG saturés, a travers leur influence sur la
cholestérolémie et la résistance a linsuline. C’est pourquoi dés le début des années
1970 les recommandations alimentaires ont orienté les consommateurs vers une
alimentation comportant une proportion plus importante d’AG mono- et polyinsaturés
(Abete et al, 2010; Kanoski and Davidson, 2011; Francis and Stevenson, 2013;
Hsu and Kanoski, 2014). Les graisses saturées d’origine animale dans les ajouts
alimentaires directs (beurre, margarine, huile) ont été en partie remplacées par les AGPI
d’origine végétale. Les huiles végétales les plus communes et les moins colteuses,
notamment les huiles de mais, de tournesol et de soja, sont riches en acide linoléique
(LA) mais contiennent peu d’AGPlI de type w-3 (Cordain et al, 2002, 2005;
Ailhaud et al,, 2006; Gibson et a/, 2011). L’huile de poisson est une source importante
de DHA, qui est TAGPI de type w-3 le plus abondant dans le cerveau (Linder et al,
2005). Par ailleurs, une partie importante de [Ialimentation n’est plus préparée
directement par le consommateur a partir de produits bruts mais provient de
préparations collectives et/ou industrielles contenant des AGPl w-6. En outre, la
consommation de viande, maintenue a un niveau élevé, apporte principalement des

AGPI de type w-6 et notamment plus d’ARA que de précurseurs. Enfin, une certaine
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partie de la population consomme des compléments alimentaires riches en -6
préconisés pour augmenter la masse musculaire (Blasbalg et a/, 2011). L’apport en
ARA dans un régime occidental se situerait entre 200 et 1000 mg/jour, bien que
certains auteurs indiquent des apports quotidiens inférieur 8 150 mg, et proviendrait
principalement de la viande, des ceufs et des produits laitiers mais aussi du poisson
(Mann et al, 1995; Sioen et al, 2007). Les apports en LA seraient de 10 a 20 g/jour
et représenteraient 85% des apports d'AGPI w-6 (Mann et al, 1995; Rett and Whelan,
2011). Ainsi, le régime occidental actuel est caractérisé par un déséquilibre alimentaire
entre les AGPI de type w-3 et w-6 en faveur des w-6. Actuellement, il existe un débat
important sur l'influence des apports alimentaires en w-6 sur la composition cellulaire en
AG, les réles physiologiques de cette classe d’AGPI et leurs effets pathologiques. De ce
débat pourrait découler des recommandations alimentaires concernant le niveau des
apports en AGPI w-6 (omega-6 debate ABSBMB today 2012). Des études ont supposé
que l'augmentation des apports alimentaires en w-6 pouvait étre a lorigine d'une
augmentation des taux cellulaires d’ARA, au moins jusqu’a un certain niveau d’apports
(Mann et al.,, 1995; Rett and Whelan, 2011). Ces taux d’ARA apportés par I'alimentation
ont été mis en cause dans le développement de certaines pathologies ayant une forte
composante inflammatoire mais cet AGPI| et ses précurseurs sont aussi nécessaires a
un bon développement dans les premieres années de la vie, notamment au niveau
cérébral. L’influence de l'alimentation serait modulée par certains caractéres génétiques
comme le niveau dactivité désaturase (Martinelli et a/, 2009). Les répercussions des
apports en AGPI de type w-6 sur les maladies neurodégénératives sont actuellement en
pleine émergence. Afin de mieux comprendre cet aspect, nous allons exposer ci-
dessous les mécanismes connus de compétition potentielle entre les w-6 et les w-3 au
niveau de leur synthése et de leur incorporation cérébrale. Nous aborderons ensuite
I'état de la littérature sur la place des apports alimentaires en ARA et autres AGPI w-6
par rapport a ceux du DHA et dAGPl w-3 dans l'évolution de la MA ou dautres

maladie neurodégénératives.
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A. Synthése des acides gras polyinsaturés a partir des précurseurs : une

compétition entre les w-6 et les w-3

Les AGPl w-3 et w-6 ne peuvent pas étre synthétisés de novo a partir des AG
saturés ou des w-9 par I'Homme. En ce sens, ce sont des AG essentiels
(Hansen and Burr, 1946). Les apports alimentaires en AGPI les plus longs comme
'ARA (w-6), 'EPA et le DHA (w-3) sont complétés, en fonction des besoins de
l'organisme et de limportance de ces apports, par une synthése a partir de leurs
précurseurs. Ceux-ci, respectivement le LA et I'acide a-linolénique (ALA), sont présents
de facon plus abondante dans [l'alimentation que leurs dérivés. Une fois ingérés et
absorbés, ces précurseurs sont convertis en AGPI a plus longue chaine aprés avoir
subi alternativement des désaturations et élongations (Minich et al, 1997). Cette
synthése des AGPI a longue chaine se fait notamment dans le foie. Il est estimé que
2/3 des apports en DHA au cerveau proviennent du foie, le dernier tiers provenant de
la synthése par les astrocytes (Nouvelot et a/, 1986; Moore, 2001). Ces réactions sont
catalysées par des enzymes spécifiques : les désaturases qui retirent des hydrogénes
et augmentent le nombre de liaisons de 'AG gras, et les élongases qui ajoutent un ou
plusieurs carbones a la chaine carbonée de I'AG (Figure 19) (Pawlosky and Salem,
2004). Les mémes enzymes sont utilisées pour la synthése des AGPI a longue chaine
de type w-6 et w-3. Bien que les A5 et A6 désaturases aient une affinité plus
importante pour les AGPI de type w-3, les précurseurs d'w-3 et w-6 peuvent entrer en
compétition dans le processus d’élongation-désaturation lorsque l'apport en LA est trop

important (Bourre et al, 1993; Liu et al., 2015).
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Figure 19 : Synthése d’acides gras polyinsaturés a longue chaine a partir de leurs

précurseurs essentiels

d’apreés Liu et al., 2015
Les données ci-dessus permettent de comprendre en partie l'effet d'un
déséquilibre alimentaire entre les AGPI w-3 et w-6 indiqué par de nombreuses études.
Une augmentation du précurseur des AGPI de type w-6, le LA, inhibe la désaturation
de PALA, précurseur des w-3, au niveau hépatique. Le DHA et les w-3 sont alors en
compétition avec les w-6 dans la voie des désaturations/élongations et notamment pour
lactivitt de la A6 désaturase (Rahm and Holman, 1964; Bézard et al, 1994; Sprecher
et al., 1999; Blanchard et al., 2013). Les besoins en LA sont seulement de 1 a 2% de
I'énergie. Lorsque cet apport dépasse 3%, la voie des désaturases est saturée et cela
empéche la formation de DHA et des autres w-3 (Bourre et al, 1990; Bézard et al,
1994; Novak et al, 2008). Ce déséquilibre dans la synthése des w-6 et w-3 a longue
chaine au niveau du foie est a l'origine d’'une sécrétion plasmatique en -3 réduite par
rapport a la sécrétion en w-6. Cette perturbation est alors retrouvée dans les apports

d’AGPI au niveau du cerveau : la présence d’ARA et acide docosapentaénoique (DPA)
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de type w-6 est augmentée tandis que les w-3 principaux, le DHA et ’EPA, sont
réduits. Ainsi un excés de LA ou une restriction en w-3 dans l'alimentation diminue la
présence en -3 et induit une assimilation excessive en w-6 dans le cerveau
(Bourre et al, 1990; Arbuckle et al, 1994; Novak et al, 2008). Inversement, une
alimentation riche en ALA pendant le développement permet d’avoir une quantité de
DHA optimale au niveau de la membrane (Du et a/, 2012). En outre une alimentation
appauvrie en w-6 diminue la quantité d’w-6 et d’ARA retrouvée dans le cerveau par
rapport a une alimentation adéquate contenant 10 fois plus de LA. Cette diminution en
w-6 au niveau du cerveau est contrebalancée par une augmentation du taux d'w-3
(Igarashi et al, 2009, 2012; Kim et al, 2011). Ces différents éléments indiquent non
seulement une compétition entre les w-6 et les w-3 dans la synthése des AGPI a
longue chaine a partir de leurs précurseurs mais aussi une propagation du déséquilibre

w-6/w-3 alimentaire jusqu’au SNC.

Les lipides alimentaires sont composés a 95% de triglycérides. Leur digestion
commence dans l'estomac et se poursuit dans lintestin ou ils sont absorbés par les
entérocytes sous forme de monoacylglycérol (Minich et al, 1997; Phan and Tso, 2001).
Les lipides sont remodelés au niveau de l'intestin et du foie puis sont sécrétés dans la
circulation sanguine ou ils sont transportés par des lipoprotéines de différentes densités
(Phan and Tso, 2001; Coleman and Lee, 2004; Pawlosky and Salem, 2004;
Shi and Cheng, 2009). La lipoprotéine lipase libére des AG a partir des lipoprotéines,
qui sont lies a 99% a une protéine plasmatique, I'albumine. La quantité d’AG libres
disponibles pour le cerveau et les autres tissus est donc trés faible (Schwenk et al,
2010; Mitchell and Hatch, 2011). Le cerveau est un organe particulier séparé de la
circulation sanguine par la BHE qui le protége des macromolécules présentes dans le
sang. Cela rend lincorporation des lipides dans le cerveau plus difficile que dans les
autres tissus. L’importation des AG dans le cerveau et leur incorporation dans les
cellules du SNC font appel a des mécanismes complexes qui font I'objet du prochain

paragraphe.
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B. Approvisionnement du cerveau en acides gras polyinsaturés

Les lipides représentent 50% de la masse séche du cerveau dont environ 30%
sont des AGPI, molécules de signalisation et composants membranaires essentiels. Le
cerveau est capable de synthétiser peu d’AG non essentiels, c’est pourquoi la plupart
des AG proviennent de la circulation sanguine (Dhopeshwarkar and Mead, 1973;
Watkins ef al, 2001; Hamilton, 2007; Mitchell et a/, 2009). La BHE représente une
barriere physique entre le sang et I'environnement extracellulaire du cerveau. Elle est
composée de 3 types cellulaires : les cellules endothéliales des microvaisseaux, les
péricytes et les astrocytes par lintermédiaire de leurs prolongements (ou pieds) (Figure
20). Les capillaires cérébraux different des capillaires périphériques par la présence de
jonctions serrées trés développées (Brightman and Reese, 1969; Saunders, 1977). Elle
a une fonction protectrice empéchant I'entrée dans le cerveau de molécules
potentiellement nocives provenant du sang et permet I'élimination de produits venant du
cerveau vers la périphérie. Les protéines ne peuvent pas passer la BHE, c’est pourquoi
les AG doivent étre dissociés des protéines plasmatiques pour entrer dans le cerveau

(Dhopeshwarkar and Mead, 1973; Hawkins and Davis, 2005; Mitchell and Hatch, 2011).

BLOOD

Astrocyte Foot Processes

BRAIN

Figure 20 : Représentation schématique de la barriere hémato-encéphalique
composée des cellules endothéliales, des péricytes et des prolongements des
astrocytes
d’aprés Mitchell and Hatch, 2011
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1. Le transport des acides gras vers le cerveau

Le mécanisme d’import des AG dans les cellules et notamment a travers la BHE
est encore mal connu et fait 'objet de débats, c’est pourquoi différents modéles ont été
proposés (Figure 21). Deux voies principales de transport des AG & travers la bicouche
membranaire sont possibles : la diffusion passive, qui consiste en un mécanisme de flip
flop indépendant des protéines, ou le transport aidé par des transporteurs protéiques
exprimés au niveau intracellulaire ou membranaire (Figure 21) (Cupp et al, 2004
Chabowski et al, 2007; Hamilton, 2007; Kampf and Kleinfeld, 2007; Mitchell et al.,
2011). La diffusion passive est fortement dépendante du caractére lipophile et de la
taille moléculaire de I'AG diffusé. Les AG ayant moins de 12 carbones traversent plus
facilement la double couche lipidiqgue membranaire tandis que les AG a plus longue
chaine sont moins solubles et passent plus difficlement. Le degré de saturation des AG
semble aussi jouer un rbéle important dans le transport des AG a travers la BHE
(Kamp et al, 2003; Mitchell and Hatch, 2011). Des études soutiennent les deux
hypothéses mais la voie médiée par les protéines est maintenant considérée comme la
voie principale. Elle permet de réguler I'entrée des AG dans les cellules, contrairement
a la voie de diffusion passive dépendante uniquement du gradient d’AG. Ainsi, elle
assure l'incorporation d’AG lorsque la concentration extracellulaire est trop faible et
sélectionne les types d’AG assimilés (Glatz et al, 2010; Schwenk et al, 2010). Il existe
plusieurs classes de protéines de transport d’AG dont la Fatty Acid Translocase | CD36
qui peut agir seule ou en association avec les transporteurs membranaires FABP 1 a 9,
les Fatty Acid Transport Proteins 1 a 6 (FATP1-6) et les cavéolines -1, -2 et -3
(Stremmel et al, 1985; Harmon and  Abumrad, 1993; Schaffer, 2002;
Doege and Stahl, 2006). La spécificité de ces diverses protéines pour les différents AG
et particulierement pour les AGPI devrait faire I'objet d’études supplémentaires mais il
ne semble pas y avoir un systétme de transport exclusif pour un AGPI particulier
contrairement au cas du Major Facilitator Super Family Domain Containing Z2a (Mfsd2a)

et du DHA.
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Figure 21 : Représentation schématique des voies de transport d’acides gras a travers
la membrane plasmique
d’aprés Schwenk et al., 2010

1) Diffusion passive
2) CD36, en association ou non avec la FABPpm (plasma membrane-associated Fatty Acid Binding Protein),
retient les acides gras a la surface cellulaire pour augmenter leur concentration locale et donc amplifier la
diffusion passive.
3) CD36 transporte elle-méme les acides gras a travers la membrane. Une fois a I'intérieur de la membrane, les
acides gras sont liés a la FABPc (cytoplasmique Fatty Acid Binding Protein) avant d’étre métabolisés ou de
participer aux voies de signalisation.
4) Une faible proportion d’acides gras est transportée par les FATP (Fatty Acid Transport Proteins) avant d’étre
activés par une acyl-CoA synthétase (ACS1) et convertis en acyl-CoA esters.
5) Les acides gras a trés longue chaine (plus de 22 carbones) sont transportés préférentiellement par les FTAP
et directement convertis en acyl-CoA esters a trés longue chaine par I'action synthétase des FATP.

Deux études récentes ont mis en évidence le réle du transporteur Mfsd2a dans
le transport du DHA a travers la BHE (Zhao and Zlokovic, 2014). La premiére étude a
montré que le Mfsd2a était exprimé dans la BHE et plus spécifiquement dans
'endothélium cérébral. Cette étude montre que le Mfsd2a est nécessaire a la formation
et au maintien de lintégrité de la BHE (Ben-Zvi et al, 2014). La deuxiéme étude s’est
intéressée au rbéle de Mfsd2a dans le transport de molécules essentielles pour les
fonctions neuronales & travers la BHE. Cette étude a montré que les souris Mfsd2a™
avaient un taux réduit de DHA dans le cerveau accompagné d’une perte neuronale
dans [I'hippocampe et Ile cervelet, des dysfonctionnements neurologiques et
comportementaux et d’une réduction de la taille du cerveau, suggérant un réle du
Mfsd2a dans le transport du DHA vers le cerveau (Nguyen et al, 2014). Ainsi deux

rébles opposés du Mfsd2a ont été mis en évidence, illustrant deux fonctions opposées
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de la BHE : le Mfsd2a facilite le transport des lipides essentiels au développement et
au bon fonctionnement du cerveau a travers les jonctions serrées de la BHE tout en
empéchant le transport de macromolécules a travers la cellule par le biais de vésicules
(Figure 22) (Betsholtz, 2014). Les taux d’ARA dans les phospholipides des souris
Mfsd2a™ ne sont pas abaissés mais augmentés. Ainsi le Mfsd2a apparait également
comme un transporteur exclusif du DHA et non pas de I'ARA ou dun autre AG
(Nguyen et al, 2014). Enfin, un point important de cette étude précise que le Mfsd2a
transporte le DHA dans le cerveau a travers la BHE uniquement sous forme de LPC et
non pas d'un AG libéré & partir d’un triglycéride (Figure 22) (Nguyen et al., 2014). Ceci
pourrait expliquer les résultats de certaines études montrant une meilleure incorporation
du DHA délivré sous forme de phospholipides plutét que de triglycérides (Liu et al,
2014). L’existence d’un transporteur spécifique pour 'ARA sous forme estérifi€e dans un

phospholipide reste inconnue.

LPC-DHA  Plasma
Endothelial cell Mfsd2a l component

Tight
junction

S

Brain Astrocyte

Figure 22 : Roles du Major Facilitator Super Family Domain Containing 2a (Mfsd2a)
dans le transport a travers la barriere hémato-encéphalique
d’apres Betsholtz, 2014

Le Lysophosphatidylcholin-Docosahexaenoic Acid (LPC-DHA) est lié a I'albumine dans le plasma et s’en détache
lorsqu’il approche de la barriere hémato-encéphalique. Le LPC-DHA est adsorbé par le feuillet lipidique externe
de la membrane et se lie au Mfsd2 qui le transfére au niveau du feuillet lipidique interne de la membrane. Le
Mfsd2 supprime la transcytose dans les cellules endothéliales, transport par lequel les composants
plasmatiques sont transférés a travers la cellule dans des vésicules.
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Ces études ont mis en évidence la premiére étape de passage du DHA a
travers la BHE, mais le passage du DHA des cellules endothéliales de la BHE vers le
cerveau n’est pas encore compris, en particulier le transport intercellulaire des AG dans

lequel les lipoprotéines cérébrales pourraient jouer un réle important.

Le renouvellement cérébral du DHA et de I'ARA est lent, avec une demi-vie
estimée de 1 a 2 semaines. Dans le cerveau, 3 a 5% d’ARA estérifié et 2 a8 8% de
DHA estérifi€é sont remplacés quotidiennement par les AGPI provenant du plasma et
0,3% de I'ARA est remplacé chaque jour au sein méme du cerveau (Rapoport et al,
2001). Ce renouvellement des AGPI étant lent, il nécessite peu d’apports extérieurs. Au
niveau du plasma, la concentration en AGPI| non estérifiés est faible mais leur taux
d’'incorporation dans le cerveau est suffisant pour compenser les pertes d’AGPI
(Rapoport et al, 2001). C’est pourquoi les supplémentations alimentaires peuvent réguler
le contenu du SNC en AGPI et aider a traiter les pathologies impliquant un déséquilibre

w-6/w-3 méme si les quantités d’AGPI w-3 ou w-6 traversant la BHE sont faibles.

2. Incorporation des AGPI w-3 et w-6 dans les membranes cérébrales

Au niveau du cerveau et notamment dans les neurones, on trouve peu de
triglycérides. Les AG se dirigent donc vers les phospholipides et les glycolipides. Les
AGPI arrivés sous forme non estérifiée dans le cerveau sont rapidement activés en
acyl-CoA par les acyl-CoA synthétases comme nous l'avons déja vu dans le chapitre
précédent a propos de I'ARA. C’est sous cette forme que les AG pourront étre
incorporés dans les lipides cérébraux et notamment dans les phospholipides
membranaires. Les phospholipides sont les constituants majeurs des membranes
biologiques. Chaque type cellulaire est composé des différentes classes de
glycérophospholipides tels que I'acide phosphatidique, les PC, les
phosphatidylethanolamines  (PE), les phosphatidylsérines (PS), les PI, e
phosphatidylglycerol et la cardiolipine (Yamashita et al/, 2014). Dans les années 1950,
des études ont montré que les glycérophospholipides étaient dans un premier temps
synthétisés de novo (Kennedy and Weiss, 1956). Par la suite, il a été montré que les

glycérophospholipides subissent un cycle d’acylation/désacylation connu sous le nom de
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cycle de Lands permettant la réorganisation des membranes (Figure 13) (Lands, 1958).
La synthése de novo et le cycle de Lands utilisent les acyl-CoA comme donneurs pour
former des glycérophospholipides. Dans la synthése de novo, le lysophosphatidic acid
est formé a partir du glycérol-3-phosphate par une glycérol-3-phosphate acyltransférase
puis converti en acide phosphatidique par une /ysophosphatidic Acid Acyltransferase
(LPAAT). Deux types de glycérides sont alors formés a partir de I'acide phosphatidique.
L’'un des deux est le DAG converti en ftriacylglycérol (TAG), PC, PS et PE (Figure 23).
L’'autre est le cytidine diphosphate DAG qui est modifi€ pour former les PI,

phosphatidylglycérol, cardiolipine ou PS (Coleman and Lee, 2004; Shindou et al., 2009).

Acyl-CoA Glycerol-3-phosphate

/ \ Acyl-CoA
e GPAT‘l GPAT3 | Ends
plasmic
GPAT2 GPAT4 |

p-oxidation reticulum
LPA
-CoA
i Transcriptional
Cell signaling AGPAT1 | Endoplasmic Coactivation )
AGPAT2 | reticulum
AGPAT3-5
Cytosol

Pl, PG,CL <*— PA
Lipin1
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reticulum
Pi
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Acyl-CoA
Cell signaling DGAT
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Figure 23 : Synthése de novo des triglycérides et glycérophospholipides : voie du
glycérol-3-phosphate
d’aprés Takeuchi and Reue, 2009
AGPAT : 1-acylglycerol-3-phosphate acyltransférase; CL: cardiolipine; DAG: diacylglycérol; DGAT:
diacylglycérol acyltransférase ; GPAT : glycerol-3-phosphate acyltransférase ; LPA : acide lysophosphatidique ;
PA: acide phosphatidique; PC: phosphatidylcholine; PE: phosphatidylethanolamine; PG:
phosphatidylglycerol ; PI: phosphatidylinositol ; PS : phosphatidylsérine ; TAG : triacylglycérol.

93



Synthése bibliographique : l'alimentation

Les phospholipides des membranes neuronales contiennent des AG trés variés.
L’ARA et le DHA sont respectivement les AGPI de type w-6 et w-3 les plus abondants
dans le cerveau. Le DHA est incorporé de facon plus abondante dans les PE et PS
tandis que I'ARA représente I'AG majoritaire dans les PIl. Le bon fonctionnement des
enzymes impliquées dans le cycle de Lands est nécessaire pour maintenir un équilibre
entre les phospholipides des membranes. Nous avons décrit précédemment les acyl-CoA
synthétases et les LPLAT responsables de [lincorporation de I'ARA dans les
phospholipides membranaires. Afin d’évaluer la compétition potentielle entre I'ARA et le
DHA au niveau de [lincorporation membranaire, nous allons & présent décrire les

enzymes responsables de I'incorporation du DHA dans les phospholipides.

Comme nous l'avons vu précédemment, les AG doivent obligatoirement étre
activés en acyl-CoA pour étre incorporés dans les phospholipides. La synthése
d’acyl-CoA est catalysée par une acyl-CoA synthétase a partir d’AG, d’'ATP et du CoA
(Figure 14). Parmi ces acyl-CoA synthétases, I'’ACSL6 utiliserait préférentiellement le
DHA comme substrat et favoriserait son accumulation dans les cellules
(Marszalek et al, 2005). Cette enzyme est exprimée principalement dans le cerveau et
participe a la prolifération et a la différenciation de cellules neuronales, et notamment a
la croissance des neurites (Kee et al.,, 2003). Le gene ACSL6 a été associé a la
schizophrénie, ce qui est cohérent avec I'hypothése selon laquelle des perturbations
dans les phospholipides membranaires seraient impliquées dans la physiopathologie de
la schizophrénie (Richardson et al, 2003; Chen et al, 2006). Sa localisation
intracellulaire n’est pas encore déterminée mais ses fonctions (internalisation des AG,
croissance neuronale et accumulation dans les PL et triglycérides) suggerent une
localisation dans les membranes plasmatiques, le RE ou les mitochondries associées
aux membranes (Marszalek et a/, 2005). Bien que cette enzyme ait une préférence
pour le DHA, elle peut activer en acyl-CoA d’autres AGPI contenant 20 a 22 carbones
et notamment 'ARA (Marszalek et al, 2004, 2005). Un déséquilibre entre 'ARA et le

DHA caractérisé par un excés en ARA pourrait déplacer l'activitt d’ACSL6 vers 'ARA
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au détriment de I'activation du DHA. Une compétition entre 'ARA et le DHA peut donc

exister au niveau de leur activation en acyl-CoA par 'ACSLS6.

Jusqu’a récemment, la seule LPLAT identifiée comme utilisant préférentiellement
le docosahexaenoyl-CoA est la LPAAT (LPAAT3), mais cette enzyme est faiblement
exprimée dans le cerveau (Kim, 2007). Les LPAAT appartiennent a la famille des 1-
acyl-glycerol-3-phosphate O-acyltransférase (AGPAT) (Shindou and Shimizu, 2009). Une
autre LPAAT, 'AGPAT4, a une forte homologie de structure avec la LPAAT3 (Lu et al.,
2005). Une étude récente a montré que 'AGPAT4 avait une activitt LPAAT avec une
forte sélectivité pour les acyl-CoA contenant des AGPI et surtout pour le
docosahexaenoyl-CoA. Cette enzyme a été renommée LPAAT4 par les auteurs (Eto et
al, 2014). La LPAAT4 est exprimée dans de nombreux tissus, avec une expression
plus forte dans le cerveau contrairement a la LPAAT3 (Eto ef al., 2014). Une extinction
de l'expression de la LPAAT4 avec des siRNA (small interfering RNA) sur la lignée de
neuroblastome Neuro2A réduit la proportion de PC 18:0/22:6 de seulement 20% dans
les membranes et diminue [lactivitt LPAAT de 40%, ce qui suggére que d’autres
LPAAT agissent sur le DHA dans cette lignée cellulaire. D’autre part une surexpression
de la LPAAT4 augmente la proportion de PC 18:0/22:6 (Eto et al., 2014). Bien que les
mécanismes d’incorporation du DHA et des autres AGPI dans les glycérophospholipides
restent inconnus, ces résultats, qui doivent encore étre confirmés /n vivo, laissent
penser que la LPAAT4 pourrait avoir un rbéle dans le maintien du DHA dans les
membranes neuronales. A ce jour aucune étude n’a mis en évidence le role de la
LPAAT4 dans lincorporation de 'ARA dans les membranes neuronales. Le role de la
LPIAT1 ou de la LPCAT3 dans lincorporation du DHA dans les glycérophospholipides
n‘a pas été mis en évidence non plus. Ces données ne nous permettent donc pas de

mettre en avant une compétition entre 'ARA et le DHA au niveau des LPLAT.

Le bon fonctionnement de ces différentes enzymes impliquées dans la synthése
et la réorganisation des glycérophospholipides est nécessaire pour maintenir un équilibre
entre les différentes especes de phospholipides des membranes. Un apport alimentaire

des précurseurs de 'ARA et du DHA, les AG LA et ALA, est également indispensable
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a la synthése de nouvelles membranes. Cependant un déséquilibre alimentaire entre les
AGPl w-3 et w-6 peut étre a [lorigine d'un déséquilibre dans les phospholipides
membranaires et ainsi entrainer un dysfonctionnement cellulaire. Le prochain paragraphe
sera consacré a ce qui est connu dans la littérature actuelle sur [l'impact d'un
déséquilibre alimentaire w-3/w-6 sur les fonctions cérébrales et linstallation de la MA

notamment avec des régimes riches en AGPI w-6.

C. Influence des acides gras polyinsaturés w-3 et w-6 alimentaires sur les
fonctions cérébrales
1. Effets des acides gras polyinsaturés w-3 et de lacide docosahexaénoique

alimentaires

1.1. Role des w-3 dans le neurodéveloppement

La présence d’AGPI a longue chaine, et principalement le DHA et 'ARA, est
critique pour le neurodéveloppement et le maintien des fonctions cérébrales. lls ont
notamment un réle dans la structure des membranes. Une carence en AGPI a longue
chaine peut entrainer des désordres dans le neurodéveloppement comme par exemple
des altérations de la LTP. Ces AGPI sont produits dans le lait maternel et rapidement
accumulés pendant la premiére année de vie de l'enfant (Wurtman, 2008; Kiso, 2011).
Certaines études ont montré que la grossesse est une période critique pour
lassimilation d’w-3. La supplémentation en DHA pendant la grossesse ou chez les
nouveaux nés améliore le développement précoce de lacuité visuelle et du
neurodéveloppement ainsi que le développement moteur (O’'Connor et al, 2001; Birch et
al., 2005; Fleith and Clandinin, 2005; Eilander et a/, 2007). Chez I'animal, un ratio w-
6/w-3 favorisant les w-3 (ratio 1/2 par exemple, Beltz et a/, 2007) dans Il'alimentation,
avec un enrichissement en ALA ou DHA pendant la grossesse et la lactation favorise
laccumulation d’'w-3 dans le cerveau et permet d’améliorer la croissance et la
maturation des neurones, d’augmenter la LTP, le nombre d’épines dendritiques et la
synthése des membranes et protéines synaptiques. Ces effets sont également produits

par I'administration d’EPA mais pas par l'administration d’ARA (Wurtman et al., 2006;
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Beltz et al/, 2007; Cansev and Wurtman, 2007; Sakamoto et &/, 2007; Tian et al,
2011). La diminution du ratio w-6/w-3 augmente le nombre et la taille des neurones et
augmente l'expression des protéines présynaptiques dans I'hippocampe (Hajjar et al,
2013). A Tlinverse, une diminution de DHA dans le cerveau en développement peut
entrainer une altération de la neurogénése, de l'apprentissage et de la mémoire. Chez
le rat, une carence en DHA a été associée a une diminution des capacités
d’apprentissage et de la densité des vésicules synaptiques dans I'hippocampe (Chalon,
2006; Coti Bertrand et a/, 2006; Novak et al, 2008). Le déséquilibre w-6/w-3 a
également été associé a certaines maladies mentales. La consommation d’'un régime
pauvre en DHA pendant la gestation, la lactation et I'enfance augmente le risque
d’anxiété et de dépression a I'dge adulte. Une administration en EPA aurait un potentiel
thérapeutique pour la dépression (Logan, 2004; Beltz et al, 2007; Bhatia et al., 2011;

Simopoulos, 2011).

1.2. Réle des w-3 dans le vieillissement et la maladie d’Alzheimer

Le vieilissement et les pathologies lices a I'dge, comme la MA, ont également
été associés avec les taux d'w-3 dans l'organisme. En effet le niveau de DHA dans les
PC plasmatiques est inversement proportionnel au risque de développer une démence
chez les patients agés. De nombreuses études ont montré qu’un régime alimentaire
enrichi en w-3 ou DHA protége contre le déclin cognitif lié a I'age et diminue le risque
de développer un MCI ou une démence (Laitinen et al., 2006; Schaefer et al., 2006;
Vercambre et al.,, 2009; Sydenham et al., 2012; Ubeda et al.,, 2012; Cederholm et
al., 2013; Luchtman and Song, 2013). Les études chez I'animal ont montré qu’une
supplémentation en w-3 préserve les fonctions cognitives, les fonctions de I'hippocampe
et la LTP dans le cerveau agé (Kelly et al, 2011). De plus, la supplémentation en DHA
chez des modéles transgéniques de la MA diminue la synthése d’AB et la formation de
plaques amyloides et la supplémentation en EPA prévient linhibition de la LTP induite
par le peptide Ap (Lynch et al, 2007; Amtul et al, 2011). A partir des résultats obtenus
sur I'animal, plusieurs études cliniques ont étudié I'impact d’une administration orale en

w-3 sur le déclin cognitif lié au vieilissement. Certaines études ont montré une
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amélioration des fonctions cognitives a la suite d’'une administration de DHA chez les
patients présentant des MCI, syndrome prodromal de la phase précoce de la MA
(Sydenham et al, 2012; Tan et al, 2012; Titova et al, 2013). Cependant, d’autres
études cliniques n’ont pas confirmé ce lien positif entre la consommation en w-3 et les
performances cognitives chez les individus agés (Quinn et al.,, 2010; Chew et al., 2015).
Des études d’intervention basées sur la supplémentation en w-3 ont été réalisées dans
le cadre de la MA. La plupart de ces études n’ont montré aucun effet protecteur des w-
3 contre la MA. L’échec de ces interventions sont en partie attribuables aux patients
présentant déja une démence faible & modérée, ces interventions étant mises en place
trop tard dans I'évolution de la MA (Dangour et al., 2012; Sperling et al., 2013; Murphy
et al.,, 2014). Des essais interventionnels basés sur des modifications de la ration
alimentaire, et non sur des supplémentations, permettraient de mieux évaluer les effets
protecteurs potentiels du DHA contre la MA dans la population agée. Ces essais devrait
étre réalisés sur une durée suffisamment longue avant que ne survienne la MA, ce qui
suppose de pouvoir sélectionner les populations de patients « a risque ». Ces
populations pourraient regrouper des sujets chez qui un mauvais ratio alimentaire w-6/w-
3 pourrait se traduire par une faible accumulation ou une élimination excessive de DHA

cérébral et une sensibilité plus forte aux agents de la MA.

Plusieurs hypothéses peuvent expliquer les effets bénéfiques du DHA. La
premiere concerne lincorporation du DHA dans les membranes, ou il influence la
structure quaternaire des protéines membranaires et la fluidit¢ de la membrane qui est
importante pour la fixation de neurotransmetteurs et la signalisation dans la cellule. Les
w-3 influencent la neurogénése via leur contribution a la structure dynamique et la
fonction des membranes neuronales. La deuxiéme hypothése consiste en la modulation
du niveau de cytokines par les w-3, régulant ainsi la fonction immunitaire et inhibant la
libération de cytokines pro-inflammatoires, ces molécules étant elles-mémes impliquées
dans la régulation de la neurogénése (Beltz et al, 2007). Les w-3 influencent aussi le
niveau de neurotrophines : le brain-derived neurotrophic factor, associ€ a des altérations

de la neurogénése et de la survie neuronale, est altéré par la prise alimentaire en w-3
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(Beltz et al., 2007). Enfin, le DHA peut étre transformé en métabolites actifs tels que la
neuroprotectine D1. Certaines études ont rapporté que la neuroprotectine D1 supprime
in vitro la neurotoxicité de I'ABi42, induit la neurogénése et la croissance des neurites
et active la syntaxine-3 qui est une protéine membranaire synaptique (Yehuda, 2003;
Lukiw et a/, 2005; Darios and Davletov, 2006; Kawakita et a/, 2006; Beltz et a/, 2007;
Little et al, 2007). Cependant, ces composés dérivés du DHA sont trés minoritaires et

leur éventuelle action ne représenterait qu’'une partie des effets pléiotropiques du DHA.

2. Effets des acides gras polyinsaturés w-6 et de l'acide arachidonique alimentaires

Nous avons précédemment évoqué l'importance d’un équilibre entre les w-3 et
les w-6 dans les fonctions cérébrales. Le rble neuroprotecteur du DHA et des w-3 a été
abondamment étudié et bien caractérisé. Des études se sont également penchées sur
les effets des w-6 et de '’ARA dans le cerveau. Certaines études ont montré un effet
bénéfigue de I'ARA sur les fonctions cérébrales. Une faible supplémentation en ARA
dans l'alimentation de rates pendant la gestation et la lactation a induit une amélioration
du comportement et de Il'apprentissage de leur progéniture (Zhao et al, 2011). Une
autre étude a montré que I'ARA serait impliqué dans la neurogénése postnatale
(Maekawa et al, 2009). Chez le rat adulte, 'ARA améliore la cognition spatiale
(Okaichi et al, 2005). L'ARA a également un impact positif sur le vieillissement en
préservant la fluiditt des membranes de neurones hippocampiques (Fukaya et al,
2007). Au cours du vieillissement, on observe chez le rat une diminution de I‘induction
de la LTP corrélée avec une diminution de la libération du glutamate dans les
synaptosomes d’hippocampe. Ces effets liés au vieillissement sont inversés par une
supplémentation en ARA (McGahon et a/, 1997, 1998). De plus, un régime enrichi en
ARA de plus de trois mois semble préserver les facultés d’apprentissage lors du
vieillissement chez le rat (Kotani et al, 2003). Enfin un régime enrichi en ARA peut
réduire les dépdts d’AB en inhibant le processus protéolytique d’APP, préserver la
plasticité synaptique chez les rats &gés et augmenter la fluidité des phospholipides

membranaires (Hosono et al, 2015).
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D’autres études montrent au contraire un effet néfaste de I’ARA sur les fonctions
cognitives. Un excés en ARA dans l'alimentation au moment du développement induirait
des altérations oculaires, dont la microphtalmie (Maekawa et a/, 2010). L'ceil étant une
extension du SNC, cela laisse suggérer qu’'un excés en ARA pourrait induire des
altérations du développement cérébral. Une administration orale d’ARA a long terme
induirait une altération des fonctions cognitives et de la coordination motrice en
aggravant le déficit en w-3 chez des souris ayant une déficience en -3 (Harauma et
al., 2015). Enfin, les w-6 et notamment 'ARA seraient liés a la MA : les w-6 induisent
une libération anormale du neurotransmetteur acétylcholine lige & la MA et a la
démence, et 'ARA et ses métabolites sont impliqués dans la production d’AB induisant
des altérations au niveau cellulaire et dans un modéle murin de la MA (Bois et al.,
2005; Amtul et al., 2012). Outre ses effets sur la fonction cérébrale et ses pathologies,
des études ont montré que des apports alimentaires excessifs en ARA faciliteraient la
survenue ou l'aggravation de pathologies a forte composante inflammatoire, 'ARA étant
le précurseur de nombreux médiateurs de linflammation. De Silva et al., 2014 ont
montré que, dans une large population humaine, l'apport en ARA est corrélé
positivement avec le risque de survenue de rectocolite hémorragique, alors que l'apport

en acide oléique est au contraire protecteur (de Silva et al., 2014).

Ainsi les résultats concernant l'impact de I'ARA sur les fonctions cognitives et
dans la MA sont moins étudiés que l'impact du DHA, et les effets de I'ARA sont tres
controversés. Cela peut étre di au fait que I'ARA joue un rble important dans la
structure et la fluiditt des membranes neuronales tout en étant en compétition avec le
DHA, qui lui a un effet bénéfique trés marqué. D’autre part, 'ARA sous forme non
estérifiée participe a diverses fonctions cellulaires, notamment l'inflammation puisque ses
métabolites sont des acteurs de l'inflammation. Un excés d’ARA libre peut donc étre a

l'origine d’'une neuroinflammation chronique ou d’'une neurotoxicite.
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Hypothéses de travail et objectifs

. La recherche de stratégies préventives contre la MA est

primordiale

La MA est une maladie neurodégénérative qui touche une grande partie de la
population mondiale. Dans la majorité des cas, les symptémes cliniques apparaissent a
partir de 65 ans mais les altérations au niveau cellulaire se manifestent bien avant le
diagnostic de la maladie chez les patients. Les mécanismes en jeu dans cette
pathologie sont complexes et commencent bien des années avant l'apparition des
signes cliniques. Il n'y a pas de marqueurs biologiques connus a l'heure actuelle qui
permettraient de prévoir la survenue d’'une MA chez des populations a risque ou de
prédire son évolution et sa gravité. Les thérapies utilisées actuellement sont inefficaces
et les stratégies projetées se heurtent au fait qu’elles seront appliquées a des individus
chez qui la maladie a causé des atteintes a bas bruit pendant des années et dont les
fonctions cognitives sont déja profondément altérées. Devant I'expansion de la maladie
aussi bien en nombre d’individus que de pays touchés et de diversité au niveau socio-
économique des individus et des sociétés, la conception et la mise en place de
stratégies préventives est indispensable. Bien que la connaissance des facteurs de
risque doive étre sérieusement approfondie, la nutrition apparait comme un outil
fondamental pour fonder ces stratégies préventives. La nature des lipides et des acides
AG intervient dans les grandes pathologies sociétales actuelles comme ['obésité, le
diabéte de type Il et les maladies neurodégénératives liées au vieillissement. Dans le
domaine de la MA, de nombreuses études se sont focalisées sur les effets des AGPI
w-3. La plupart des travaux menés sur les modeles animaux de la MA ont mis en
avant les effets bénéfiques des w-3 et plus particulierement du DHA sur les fonctions
cognitives. A I'heure actuelle, le bénéfice des suppléments alimentaires en DHA n’a
pourtant pas été prouvé chez I'Homme. Contrairement au DHA, linfluence des apports

alimentaires en ARA sur la MA a été peu étudiée alors que ses précurseurs w-6 et lui-
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méme constituent une part importante et croissante de [lalimentation de nos

contemporains, au moins dans les pays occidentaux.

Il. L’acide arachidonique dans le cerveau et la maladie

d’Alzheimer : rappel de la synthése bibliographique

La MA est décrite comme une maladie de la synapse, élément central du
développement et de la consolidation de la mémoire. La synapse est en effet la
premiére cible d’'un des acteurs majeurs de la MA, le peptide AB. Les oligoméres du
peptide AR, principaux agents de la MA, diminuent la densité des synapses, altérent
leur fonctionnalité et inhibent leur réorganisation, qui sont trois éléments cruciaux pour
préserver les capacités cognitives. Nous avons vu dans la synthése bibliographique que
ARA sous forme non estérifiée agit en tant que messager synaptique rétrograde,
modulateur de I'assemblage des SNARES, et est le précurseur de nombreux dérivés qui
interviennent eux-mémes dans la fonction synaptique et surtout dans les mécanismes de
neuroinflammation. De plus, sous forme estérifiée dans les phospholipides, c’est un
constituant important des membranes y compris neuronales dont le taux est maintenu
constant. Ceci suggére un réle dans les fonctions membranaires elles-mémes bien que
cela soit trés mal connu & I'heure actuelle. Plusieurs études, dont celles menées
antérieurement dans le laboratoire par le Pr. Jean Luc Olivier, ont montré que sa
libération par les oligoméres de peptide Ap active la cPLA,, enzyme responsable de sa
libération a partir des phospholipides membranaires et que linhibition ou la diminution
d’expression in vitro et in vivo de cette enzyme réduit la toxicité neuronale de ces
oligoméres. Enfin, les mécanismes de transport au cerveau de I'ARA, provenant de
l'alimentation ou de la conversion hépatique de ses précurseurs, sont mal connus. Alors
que la concurrence entre précurseurs o-6 et »-3 au niveau des A5 et A6 désaturases
pour la synthése de I'ARA et du DHA a été rapportée par plusieurs auteurs, la
possibilitt¢ d’'une compétition entre ARA et DHA pour les processus de transfert dans le

cerveau et l'incorporation dans les phospholipides neuronaux n’est pas connue.
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lll. Hypothéses de travail

A partir des connaissances publiées dans la littérature et des résultats antérieurs

du laboratoire, nous avons posé les trois hypothéses de travail suivantes :

1-

Un apport alimentaire supplémentaire en ARA et en LA, en maintenant
constants les apports en DHA et ALA, se traduit par une incorporation
supplémentaire d’ARA dans les phospholipides membranaires des neurones et
des autres cellules du cerveau. L’ampleur de cette incorporation dépend de
lactivité d’enzymes et de protéines responsables du transport au cerveau, du
passage de la BHE et de lincorporation dans les cellules cérébrales. En
fonction de lactivité de I'ensemble de ces protéines, les individus n’auraient
pas la méme capacité dincorporation finale dans les phospholipides

neuronaux en présence des mémes apports alimentaires en AG ®-3 et w-6.

Une incorporation supplémentaire en ARA dans les membranes des neurones
et des cellules gliales, en plus de diminuer les taux de DHA neuroprotecteur
dans les phospholipides, se traduit par une libération supplémentaire d’ARA
non estérifi€ par la cPLA, activée par les oligoméres de peptide AB. Cette
libération supplémentaire majore les dysfonctionnements synaptiques et les

phénomenes de neuroinflammation.

Une expression forte ou une régulation favorable des enzymes responsables
de la réincorporation de I'ARA dans le cycle de Lands, en particulier de
l'acyl-CoA synthétase 4, limite ces phénoménes délétéres. Une expression
différentielle de ces enzymes et lactivitt des systémes de régulation
conditionnent la sensibilit¢ des individus a la neurotoxicité des oligoméres de

peptide AB.

103



Hypothéses de travail et objectifs

IV. Objectif de la thése et plan du travail

A partir des hypothéses présentées ci-dessus, nous nous sommes fixés deux

objectifs majeurs dans cette thése et deux objectifs secondaires :

e Objectif majeur n°1 : déterminer si un apport supplémentaire en ARA par

l'alimentation se traduit par une incorporation supplémentaire dans les

phospholipides membranaires et préciser la nature de ces phospholipides.

e Objectif majeur n°2 : déterminer si cet apport et cette incorporation

supplémentaire en ARA se ftraduit par une sensibilisation aux effets des
oligoméres de peptide AB sur les capacités mnésiques a court et long terme et
sur les marqueurs biochimiques liés a la fonction synaptique et a la

neuroinflammation.

e Obijectif secondaire n°1 : évaluer le réle de I'ACSL4 dans les phénoménes

d’incorporation et de renouvellement de 'ARA dans les phospholipides cérébraux
et I'existence d’éléments soutenant I'hypothése qu’ACSL4 pourrait contrebalancer

I'effet négatif de la cPLA, dans la réponse aux oligomeres de peptide AB.

e Obijectif secondaire n°2 : évaluer les phénoménes de compétition éventuels entre

'ARA, les AG w-6 résultant de son élongation et le DHA pour lincorporation
dans les phospholipides cérébraux et identifier les especes impliquées ainsi que

le réle d’ACSL4.

Pour répondre a ces objectifs, nous avons tout d’abord mené une étude /in vivo
basée sur l'utilisation de deux régimes : l'un riche en ARA et l'autre comportant plus
d’acide oléique. Nous avons examiné les répercussions de ces régimes sur la
composition en AG de tissus périphériques (érythrocytes et foie) et de structures
cérébrales (cortex et hippocampe). Puis nous avons déterminé les capacités cognitives
des animaux aprés injection ICV d’oligomeres de peptide AB ou d’une solution saline

contrdle. Enfin, nous avons évalué I'expression de marqueurs biochimiques impliqués
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dans la fonction synaptique et la neuroinflammation et des enzymes cPLA, et ACLS4.
Dans une seconde partie du travail, nous avons cherché, grace a des expériences sur
un modéle de lignée neuronale, le réle de I'enzyme ACSL4 en regard d’ACSL6 dans

incorporation d’ARA et de DHA et dans la croissance neuritique.

105



Matériel et méthodes

Chapitre 2 : Matériel et méthodes

. Etudes animale

A. Animaux et conditions d’hébergement

Les animaux utilisés pour nos expériences sont des souris males Balb/C
provenant du laboratoire Janvier (Le Genest St-Isle, France) agées de 8 semaines au
début de I'expérience. Elles ont été hébergées dans une animalerie de stabulation dans
des conditions standardisées de température (21 + 2°C), d’hygrométrie (50 + 5%) et
d’éclairage selon un cycle lumiére/obscurité de 12h. Les animaux ont été acclimatés aux
conditions d’hébergement pendant au moins deux semaines avant le début des
expériences, puis les souris ont été mises en cages individuelles transparentes avec un
accés ad libidum a l'eau de boisson et a la nourriture. L’animalerie dans laquelle les
animaux ont été hébergés et les expérimentations réalisées est sous la responsabilité
du Dr. Frances Yen Potin et a été agréée par le comité vétérinaire de Meurthe-et-
Moselle (Nancy) sous le numéro d’autorisation AS54-547-24. Les procédures
d’expérimentation de cette thése ont été réalisées en accord avec la reglementation
francaise et en conformité avec la directive européenne (2010/63/UE) prenant en compte
la régle des 3R (réduire, raffiner, remplacer) et le bien-étre des animaux. Ce projet a
été approuvé par le Comité d'éthique lorrain en matiére d'expérimentation animale

(CELMEA) (demande d’autorisation de projet n°02683.01).

B. Procédure expérimentale
Des souris Balb/c males (n=39 par groupe) agées de 8 semaines ont été
soumises a deux régimes alimentaires différents pendant 12 semaines : un régime
« ARA » enrichi en ARA et w-6 et un régime « OLE », plus riche en acide oléique et
servant de régime controle au régime « ARA ». Ces deux régimes ont été réalisés sur
la base du régime 210 commercialisé chez SAFE (Scientific Animal Food &
Engineering) auquel différentes huiles ont été ajoutées. Les huiles de chanvre, tournesol

et colza ajoutées proviennent de l'huilerie d’'Ormes (Fermes d’Ormes, Ormes, France)
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et le saindoux ajouté est le saindoux utilisé par SAFE pour le régime de base,
provenant exclusivement de porc frangais dont le régime alimentaire est standardisé.
L’huile Arasco est commercialisée chez DSM Nutritional Products et a été fournie
gracieusement par Monsieur Jean-Claude Gladin (DSM Nutritional Product, Courbevoie,
France). Cette huile a été utilisée comme source principale d’ARA pour le régime

« ARA ».

La composition en AG des huiles et du saindoux a été mesurée par
chromatographie gazeuse (GC) afin d’établir la composition en huile des régimes et de
déterminer leur composition théorique en AG. La composition réelle en AG des
croquettes des deux régimes a été vérifite par GC. Les compositions en nutriments,
huiles et AG des deux régimes « OLE » et « ARA » sont décrites dans le chapitre 3

consacré aux résultats (Figure 28, Figure 29, Figure 30).

Des prélévements sanguins ont été réalisés en condition post prandiale et aprés
6h de mise & jeun avant de commencer les régimes alimentaires décrits précédemment
(« OLE » et « ARA »), ainsi qu’a l'issue des 12 semaines de régime. Nous avons suivi
la prise alimentaire et le poids des souris chagque semaine pendant toute la durée du
régime. Aprés 10 semaines de régimes, chaque groupe de souris (« OLE » et
« ARA ») a été séparé en deux groupes « NaCl » ou « AP », pour obtenir au final 4
groupes de 19 ou 20 animaux : « OLE + NaCl », « OLE + AB », « ARA + NaCl » et « ARA + AB ».
Nous avons injecté une solution de NaCl ou 0,5 nmol d’oligoméres du peptide AB dans
le ventricule cérébral droit de chaque souris. La mémoire a court terme a été évaluée 4
jours aprés linjection a l'aide du test comportemental du labyrinthe en Y et le test de
la piscine de Morris a été réalisé de 3 a 14 jours apres linjection pour évaluer
I'apprentissage et la mémoire a long terme. Les souris ont été mises a mort 15 jours
aprés linjection ICV afin de prélever le foie et les différentes structures cérébrales
d’'intérét (cortex et hippocampe). Les synaptosomes et extraits protéiques ont été
préparés a partir des structures cérébrales et les lipides ont été extraits a partir des

érythrocytes, du foie et des structures cérébrales (Figure 24).
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Régimes : 12 semaines
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<
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Figure 24 : Protocole expérimentale de I’étude de I'impact d’un régime enrichi en
acide arachidonique sur un modéle murin de la maladie d’Alzheimer

C. Prise de poids et prise alimentaire

La masse corporelle des souris a été mesurée par pesée de chaque souris une
fois par semaine. La prise alimentaire a été mesurée individuellement une fois par
semaine par pesée des croquettes restantes et calcul de la différence avec la quantité

de croquettes fournies dans la mangeoire en début de semaine.

D. Chirurgie stéréotaxique

1. Préparation des solutions injectables

Le peptide ABi42 est fourni par Bachem (France). Les oligoméres solubles du
peptide ABi42 Ont été préparés selon la méthode décrite par Pillot et a/ (1996, 1999).
Les peptides ont été solubilisés dans I'’hexafluoro-2-propanol (Sigma, France) & une
concentration de 5 mg/mL. Au moment de [l'utilisation, des aliquots de la solution stock

ont été rapidement évaporées sous azote, solubilisées a la concentration voulue
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(0,5 nmol dans 1 pL) dans une solution de NaCl a 0,9% (m/v) et conservées en
fractions congelées a -20°C afin d’éviter I'agrégation des peptides. Ainsi préparée, la
solution d’oligoméres solubles d’Ap contient principalement un mélange de monomeres,

dimeres, trimeres et tétraméres (Desbéne et al., 2012; Pillot et a/, 1996, 1999).

2. Anesthésie des animaux

Les injections intracérébrales ont été réalisées sous anesthésie générale induite
par un mélange de kétamine (0,8% m/v) et de xylasine (0,1% m/v) dans du sérum
physiologique, administré par voie intrapéritonéale a la dose de 1mg de kétamine / 10 g
de souris. La profondeur de l'anesthésie a été vérifiée par le réflexe cornéen et le
retrait de la patte aprés pincement interdigital avant de placer I'animal dans l'appareil a

stéréotaxie sur un coussin chauffant. L’anesthésie nécessite environ 2h.

3. Injection intracérébroventriculaire

Le protocole adopté pour [linjection ICV a été optimisé préalablement dans
'équipe et a été décrit en détail par Youssef ef al. (2008). La souris sous anesthésie a
été placée dans [Il'appareil & stéréotaxie muni d'un micro-injecteur automatique
(Unimécanique, France). L’intervention chirurgicale a été réalisée en condition d’asepsie.
La téte de la souris a été maintenue en place a l'aide d’'un systéme de fixation sagittal
grace a deux barres d'oreilles introduites dans les orifices auditifs et d’'un systéme de
fixation frontal grdce a une barre derriere laquelle les incisives de l'animal ont été
glissées. Le museau a été maintenu et la position de la téte ajustée de sorte que la
hauteur de la surface osseuse soit la méme aux points lambda et bregma (Figure 25).
La peau de la région dorsale du crane a été nettoyée avec une solution d’éthanol (70%
v/v) puis une incision médiale a été réalisée depuis l'arriere de la ligne interoculaire
jusqu’au début de la volte occipitale. Le crane a été dégagé puis nettoyé avec un
coton légérement imbibé avec de l'eau oxygénée (3%) afin de faire apparaitre les
sutures de croissance formant le repére anatomique correspondant au bregma utilisé
pour situer les différentes structures cérébrales dans I'espace selon un triedre de

référence. Les vis micrométriques ont permis de positionner la pointe de [laiguille du
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micro-injecteur sur le point bregma et ainsi de définir le point « zéro » a partir duquel
les coordonnées stéréotaxiques d’injection ont été calculées. Les coordonnées prises en
compte pour le ventricule latéral droit et gauche ont été adaptées dans nos conditions
expérimentales d’aprés celles de I'atlas stéréotaxique de la souris (Paxinos and Franklin,
2001) : antéro-postériorité de +0,22 mm par rapport au plan vertical frontal, latéralité de
1 mm par rapport au plan sagittal médian et profondeur de 2,5 mm par rapport au plan

horizontal.

Figure 25 : Repéres anatomiques de référence Bregma et Lambda sur le crane de
souris
d'aprés Paxinos and Franklin, 2001

Un petit orifice a été percé dans la volite osseuse a l'aide d'une fraise d’un
diamétre de 0,5 mm en prenant soin d’éviter toute Iésion du sinus veineux sagittal
supérieur et du réseau capillaire sous-jacent. L’injection a été réalisée avec une
seringue Hamilton de 5 pL (Supelco, 800 series, H85RN) équipée d’une aiguille (G26s,
point style 3 blunt). Un volume de 1 pL de la solution d’oligoméres solubles d’ApB a 0,5
mM ou de solution saline (NaCl 0,9% m/v) a été injecté dans le ventricule latéral droit
a un débit de 1 pL/min. La quantité d’oligomeres AP solubles du peptide injectée est
donc de 500 pmol, insuffisante pour induire I'apparition de dépdts amyloides détectables
dans le cerveau des souris. A la fin de [linjection, laiguille a été laissée en place
pendant 2 min afin déviter le reflux de la solution injectée, puis retirée doucement.
L’orifice a été recouvert d’'un film de cire hémostatique (Lukens Bone Wax) et la peau
de la région dorsale du créne a été suturée. La zone de la chirurgie a été désinfectée

a l'aide de biseptine pour limiter le risque infectieux. La souris a été placée sur une
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plague chauffante jusqu'au réveil afin d’éviter I'’hypothermie. La souris a été replacée en

cage individuelle et surveillée régulierement durant 2 jours aprés I'opération.

E. Analyses comportementales

Les souris ont été acclimatées dans la piéce de comportement 45 minutes avant
les analyses comportementales. Un protocole expérimental précis validé au laboratoire,
incluant différentes étapes étalées sur une période de 14 jours post-opératoires, a été

suivi pour évaluer les capacités cognitives des souris.

1. Systeme de capture vidéo

Toutes les analyses comportementales ont été enregistrées a I'aide d’'une caméra
couplée a un systeme de capture vidéo (Smart, Bioseb, Vitrolles, France) doté d'un
mode « 3 points » détectant la morphologie globale de la souris et discriminant la téte,
le centre de gravité et la base de la queue. Ce dispositif permet I'enregistrement et la

quantification semi-automatisée des performances comportementales des animaux.

2. Etude de la mémoire de travail ou mémoire a court terme

La mémoire de travail ou mémoire a court terme a été évaluée par le test du
labyrinthe en Y, basé sur [lattrait naturel des souris pour [I'exploration des
environnements nouveaux : I'animal placé dans le labyrinthe explore spontanément le
bras le moins récemment visité. Le paradigme d’étude de la mémoire spatiale a court
terme ou mémoire de travail est un labyrinthe en Y, composé de 3 bras (notés A, B et
C) en plexiglas noir opaque de 40 cm de long, 10 cm de large, 14 cm de hauteur et
orientés a 120° les uns par rapport aux autres. Le sol est en plexiglas transparent,
sous lequel sont glissées des plaques portant des figures géométriques et servant
d’indices spatiaux pour permetire a la souris de distinguer les différents bras (Figure

26).
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Figure 26 : Schéma du labyrinthe en Y pour évaluer la mémoire a court terme

Le test se déroule en l'absence de I'expérimentateur, dans une piéce insonorisée dont
les murs sont occultés par des rideaux noirs afin d’éviter toute interférence avec
I'extérieur. Le labyrinthe est éclairé indirectement a faible intensité, environ 10 lux dans
chaque bras. Durant les 5 minutes du test, I'animal explore librement le labyrinthe. Il est
considéré que l'animal est entré dans le bras lorsque son train arriére passe une ligne
fictive située a l'entrée du bras. La séquence des bras visités est enregistrée a l'aide
du systéme d’analyse vidéo. La performance de mémoire a court terme est déterminée
par le calcul du pourcentage dalternance spontanée (Youssef ef al, 2008). Une
alternance est définie comme la visite successive de trois bras différents du labyrinthe

en Y (ABC, BCA, etc). Le pourcentage d’alternance est calculé de la fagon suivante :

Nombre d’alternances

Alternance (%) =[ } X 100

Nombre d’entrées - 2

3. Etude de la mémoire a long terme

La mémoire a long terme et la mémoire spatiale de référence chez le rongeur
ont été évaluées par le test de la piscine de Morris. Le dispositif est un réservoir
circulaire de 80 cm de diamétre et 60 cm de hauteur, rempli aux deux tiers deau
opacifiée par un colorant blanc. Ce réservoir contient une plateforme de position fixe,
apparente lors de la phase d’habituation, immergée lors de la phase d’apprentissage et

retirée lors de la restitution. Le principe de ce test comportemental repose sur le
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caractére aversif de l'eau pour les rongeurs et incite I'animal a s’échapper de cet
environnement aquatique. L’animal utilise des indices spatiaux extérieurs a la piscine
pour repérer sa position et atteindre la plateforme (Morris, 1984). La température de
l'eau est la méme que celle de la piéce, maintenue entre 19 et 21°C. L'’intensité

d’éclairage est d’environ 100 Lux.

Figure 27 : Schéma de la piscine de Morris pour évaluer la mémoire a long terme

Ce test se déroule en trois phases :

- La phase d’habituation : cette étape vise a familiariser I'animal avec les
conditions expérimentales. Dans cette phase, les repéres spatiaux sont
dissimulés derriére des rideaux noirs. La souris doit rejoindre une plateforme
visible dont la position est modifiée a chaque essai. Quatre essais de 1 min

et séparés de 45 min sont réalisés quotidiennement sur 2 jours consécutifs.

- La phase dapprentissage : dans cette étape, I'animal doit élaborer la carte
spatiale lui permettant d’établir des relations entre les indices. Dans cette
phase, la plateforme est immergée et les repéres spatiaux extérieurs a la
piscine sont rendus visibles. Afin d’éviter les biais lies a la préférence
spontanée de l'animal pour I'un des quadrants de la piscine, les groupes
expérimentaux sont subdivisés en sous-groupes. Chaque sous-groupe est
entrainé sur différentes positions fixes de plateforme. La phase

d’apprentissage dure 5 jours, avec 4 essais quotidiens de 1 minute espacés
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de 45 minutes. L’animal est déposé dans I'eau en des positions différentes a
chaque essai, selon une séquence prédéterminée empéchant I'élaboration de
stratégies non-spatiales. Les parameétres étudiés sont le délai pour rejoindre
la plateforme, la distance parcourue et la vitesse de nage. Lorsque la souris
posséde des capacités cognitives optimales qui lui permettent de mémoriser
la tache, les délais pour atteindre la plateforme doivent diminuer de jour en

jour.

- La phase de restitution ou probe test: cette étape permet d’évaluer la
mémoire a long terme par la trace mnésique persistant trois jours apres le
dernier test de la phase d’apprentissage qui a permis de la constituer. La
trajectoire de l'animal est analysée au cours d'un essai unique de 1 minute
effectué dans les mémes conditions que I'apprentissage. La plateforme a été
retirée et I'animal est déposé dans le cadrant opposé a la plateforme. Le
délai d’entrée dans le quadrant de la plateforme, le délai du premier passage
a lI'emplacement de la plateforme, le pourcentage de temps passé dans les
différents quadrants de la piscine et la vitesse de nage sont les paramétres

étudiés lors de cette phase.

F. Prélévements sanguins

Les prélevements sanguins chez la souris ont été réalisés par la voie
sous-mandibulaire sous anesthésie gazeuse a lisoflurane (Mundipharma, France). La
veine a été percée a l'aide d’'une aiguille (J 0,60 ; 23G x 1%”) et un volume d’environ
100 pL de sang a été récupéré a chaque prélévement dans un tube en polypropyléne
contenant 5% d’Ethyléne Diamine Tétra-Acétique (EDTA, sigma, France). Le plasma a
été immédiatement récupéré apreés une centrifugation de 5 minutes a 12 000 x g et a
4°C. Le plasma et le culot érythrocytaire ont été conservés a -80°C jusqu’aux analyses

ultérieures.
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G. Prélevements des structures cérébrales et du foie

Les souris ont été anesthésiées sous une dose létale d’isoflurane (Mundipharma,
France) dans une dans une hotte d’aspiration attenante au box d’hébergement. Aprés
décapitation, les deux hémisphéres cérébraux ont été aussitbt disséqués pour prélever
'hippocampe et le cortex. Ces structures isolées ont été alors congelées dans des
tubes en polypropyléne dans l'azote liquide. Aprés laparotomie, le foie a été prélevé et
congelé dans un tube en polypropyléne dans I'azote liquide. Les structures cérébrales et

le foie ont été conservés a -80°C jusqu’aux analyses ultérieures.

1. Extraction lipidique des structures cérébrales et du foie

Les extractions lipidiques a partir des structures cérébrales et du foie ont été
réalisées sur la glace. Aprés dissection, les structures cérébrales et le foie ont été
placées dans des tubes de 50 mL contenant 2 mL d'eau distillée. Les tissus ont été
alors dissociés avec une seringue munie d'une aiguille (O 0,60 ; 23G x 1.).
Conformément a la technique de Folch (Folch et al, 1957), 15 mL de solvant
d’extraction (chloroforme:methanol 2:1,hydroxytoluene butyle 0,0015%, v/v) ont été
ajoutés puis les tubes ont été agités vigoureusement au vortex durant 1 min précise et
enfin centrifugés 10 minutes a 850 x g. La phase supérieure et linterface de chaque
tube ont été séparées de la phase inférieure organique. Les phases supérieures ont été
extraites une deuxiéme fois et les nouvelles phases organiques ont été collectées puis
rassemblées avec les premieres. Les extraits lipidiques de chaque échantillon ont été
séparés en deux tubes, un premier tube destiné aux analyses par GC et un second
aux expériences de chromatographie liquide haute performance (HPLC) couplée a la
spectrométrie de masse (MS) en tandem (LCMSMS). Pour les analyses en GC, le
volume d’extrait lipidique a été adapté a la nature de I'échantillon (Hippocampe : prise
d’essai 50uL ; Cortex : 100uL ; foie : 20uL), repris dans 2 mL dun mélange
méthanol:dichlorométhane (3:1, viv) et conservé a -20°C pour les analyses de GC pour
des analyses ultérieures. Le contenu du second tube a été évaporé et conservé a -

20°C pour analyser les espéces de phospholipides par LCMSMS. Le résidu sec a été
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remis en solution dans 200 pL d’'un mélange chloroforme:méthanol (2:1) juste avant
'analyse par LCMSMS. Les techniques de GC et de LCMSMS sont décrites ci-dessous
(paragraphes IlI-B et IlI-C).

2. Préparation de fractions enrichies en synapfosomes

Le protocole de purification des fractions membranaires riches en synaptosomes
a été développé et optimisé au laboratoire a partir de celui décrit par Fleck et al.
(2001). Les structures cérébrales isolées ont é&té homogénéisées a l'aide d'un broyeur
de type Potter dans un tampon d’homogénéisation (10 mM Tris pH 74, 0,32 M
saccharose, 2mM EDTA). L’homogénat a été centrifugé pendant 10 minutes a 750 x g
et a 4°C. Les surnageants résultant de la centrifugation ont été a nouveau centrifugés
pendant 20 minutes a 12 000 x g et a 4°C. Le culot final contenant les synaptosomes
a été remis en suspension dans le tampon PBS (Phosphate Buffered Saline) a pH 7,4
(Gibco, France) et conservé a -80°C jusqu’a l'analyse des échantillons par Western blot

et par ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).

3. Préparation des homogénats

Les structures cérébrales isolées ont été placées dans un tampon de lyse RIPA
(25 mM Tris pH 7,4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% (v/v) Nonidet NP-40, 1% (m/v)
sodium desoxycholate, 0,1% (m/v) SDS, TmM PMSF, 1 mM NaszVo,, et le cocktail
d’inhibiteurs « Complete » (Roche, France)). Le volume de tampon utilisé a été ajusté a
la taille de la structure cérébrale préparée (500 pL pour le cortex, 200 pL pour
'hippocampe). Les tissus ont été dissociés a l'aide d’'une pipette a cdne bleu puis a
cbne jeune, et enfin avec une seringue munie d’une aiguille (J 0,60 ; 23G x 1%”). Les
échantillons sont ensuite soumis a 2 cycles de congélation (azote liquide) et
décongélation (bain-Marie a 37°C) puis centrifugés 30 minutes @ 10 000 x g et a 4°C.
Les surnageants contenant les protéines ont été récupérés et conservés a -80°C jusqu’a

leur analyse par Western blot.
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Il. Etudes /in vitro

A. Origine et choix de la lignée cellulaire

Les cellules HT22 utilisées pour les études in vitro ont été gracieusement
fournies a notre laboratoire par le Professeur Axel Methner (Forschungszentrum
Translationale Neurowissenschaften, Rhein-Main-Neuro-Zentrum, Universitatsmedizin der
Johannes Gutenberg-Universitat, Klinik und Poliklinik fir Neurologie, Mainz, Germany).
Les cellules HT22 sont des cellules de neuroblastomes issues d’hippocampes de souris
qui ont été fréquemment utilisées dans le champ des neurosciences comme nous le

verrons dans les résultats.

B. Entretien de la lignée HT22

Le protocole d’entretien de la lignée de neuroblastome HT22 avant différenciation
a été le suivant : au stade de sub-confluence, le milieu de culture et les éventuelles
cellules mortes sont soigneusement aspirés. Les cellules sont ensuite détachées du fond
de la flasque de culture & laide de la solution Trypsine/EDTA (Invitrogen, France).
Aprés dislocation compléte du tapis cellulaire, la trypsine est inhibée par addition du
méme volume de milieu de croissance composé de DMEM high glucose (Gibco, France)
additionné de 5% de sérum de veau foetal (SVF, Invitrogen) et de 10 Ul/mL de
Pénicilline/Streptomycine (Invitrogen). La suspension ainsi obtenue est soumise a une
centrifugation de 5 minutes a 740 x g et le culot résultant est remis en suspension
dans du milieu de croissance frais. 1/10° de la suspension cellulaire est placée dans

une nouvelle flasque complétée avec du milieu de croissance et incubée a 37°C.

L’entretien de la lignée a été réalisé 2 fois par semaine. Pour I'ensemencement
des cellules en plaque, une fraction de la suspension cellulaire a été prélevée pour la
numération cellulaire en cellule de Thoma. De nouvelles cultures ont été alors
ensemencées a 500 000 cellules par puits dans des plaques 6 puits pour les analyses
protéiques et lipidiques et a 250 000 cellules par puits dans des plaque 6 puits pour

les observations au microscope optique.
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C. Congélation des stocks de cellules

Aprés amplification suffisante pour assurer le stock, nous avons appliqué le
protocole suivant : les cellules HT22 sont décollées par trypsination et la suspension
obtenue est centrifugée (5 min, 740 x g). Le culot obtenu est ensuite remis en
suspension dans un milieu de cryopréservation composé de DMEM high glucose, 10 %
de SVF et 10% de diméthylsulfoxyde (DMSO, sigma, France), puis conditionné en
cryotubes (1 mL). La température des cryotubes est alors lentement descendue a -80°C
a laide d’'un bain d’isopropanol (Sigma) dans une boite de congélation (Mr Frosty™).
Une fois cette température atteinte, les cryotubes sont plongés dans l'azote liquide pour

une conservation a long terme.

D. Conditions de culture

Toutes les manipulations ont été effectuées en conditions stériles, sous hotte a
flux laminaire et a laide de matériel stérilisé ou a usage unique. Les différents

traitements des cellules HT22 ont été réalisés dans le milieu DMEM high glucose.

1. Différenciation des cellules HT22

Le milieu de croissance a été retiré 24h aprés I'ensemencement des cellules en
plague 6 puits et remplacé par le milieu de différenciation composé de DMEM high
glucose, de 50 ng/mL de Nerve growth factor (NGF 2.5S subunit, Invitrogen, France),
100 uM de dibutyryl cyclic Adenosine Monophosphate (cAMP) (Sigma), 100 puM phorbol
12,13-dibutyrate (Sigma) et du supplément N2 (Invitrogen). Ce traitement permet aux

cellules HT22 d’acquérir des caractéristiques neuronales.

2. Traitement des cellules HT22 par les acides gras

L'ARA et le DHA (Sigma) sont repris dans le DMSO et conservés a -20°C, a
'obscurité et sous azote gazeux afin de limiter les réactions d’oxydation. Aprés 24h ou

48h de différenciation, le milieu de différenciation est supplémenté par une concentration
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de 5 uM de DHA et d’ARA en présence d’albumine délipidée (0,1% v/v) avec une

concentration de DMSO fixée a 0,5% (v/v).

3. Transfection des cellules HT22 par les siRNA

Les siRNA ont été centrifugés, repris dans de l'eau nuclease-free a une
concentration stock de 50 pM et conservés sous forme d’aliquot a -20°C afin d'éviter

les cycles congélation/décongélation répétés.

Le jour de la transfection, les siRNA controles ou ciblant I'ACSL4
(Life Technologies, France) ont été préalablement mélangés dans du milieu OptiMEM®
(Gibco, France) puis homogénéisés délicatement par reflux. L’agent de transfection
Interferrin® (Polyplus Transfection, France) a été ajouté dans le mélange précédent dans

les quantités recommandées par le fournisseur et le mélange est immédiatement vortexé

pendant 10 secondes. Le complexe siRNA/Interferrin®

a été incubé pendant 10 minutes
a température ambiante afin que les liposomes se forment et encapsulent les siRNA. Le
milieu de culture a été éliminé des plaques de culture et remplacé par du milieu
« frais ». Les siRNA ont été ensuite ajoutés dans les puits a une concentration finale

de 5 nM.

E. Extraction des lipides des cellules HT22

Pour un échantillon, les extractions lipidiques ont été réalisées a partir de 5 puits
de plaque 6 puits. Les lipides ont été extraits des cellules selon la technique de Blight
et Dyer (Bligh and Dyer, 1959). Les cellules ont été rincées avec le tampon PBS
(Gibco, France) et détachées du support plastique puis centrifugées 5 minutes a 3000 x
g. Le culot a été resuspendu dans du PBS (Gibco, France), centrifugé a nouveau 5
minutes a 2440 x g et repris dans 100 pL de PBS (Gibco, France). Un volume de 375
ML de solvant choloroforme:méthanol (1:2) a été ajouté aux 100 pL de suspension
cellulaire puis I'échantillon a été vortexé pendant 5 minutes. Un volume de 125 pL de
chloroforme a été ajouté et le tube a nouveau vortexé pendant 1 minute. Aprés ajout

de 125 pL supplémentaire, I'’échantillon a été de nouveau agité au vortex pendant 1
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minute. Les échantillons ont été centrifugés a 2000 RPM pendant 10 minutes et les
phases inférieures organiques contenant les lipides ont été prélevées. Les phases
organiques ont été évaporée sous azote et conservée a -20°C. Les échantillons ont été
resolubilisés dans 200 pL de chloroforme:méthanol (2:1) juste avant les analyses

d’espéces phospholipidiques par LCMSMS.

F. Préparation des protéines des cellules HT22

Le milieu de culture de chaque puits a été délicatement aspiré puis les puits ont
été lavé avec du PBS a trois reprises. Le PBS a été aspiré des puits et 200 pL de
tampon de lyse RIPA (25 mM Tris pH 7,4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% (v/v)
Nonidet NP-40, 1% (m/v) sodium desoxycholate, 0,1% (m/v) SDS, 1mM PMSF, 1 mM
NaszVo,, et le cocktail d’inhibiteurs « Complete » (Roche, France)) ont été ajoutés dans
chaque puits. La plaque de culture a été placée sur de la glace pendant 10 minutes
puis les cellules ont été grattées et transférées dans des tubes en polypropyléne. Les
échantillons ont été ensuite soumis a 2 cycles de congélation (azote liquide) et
décongélation (bain-Marie a 37°C) puis centrifugés 30 minutes a 10 000 x g et a 4°C.
Les surnageants contenant les protéines ont été récupérés et conservés a -80°C jusqu’a

leur analyse par Western blot.

Ill. Analyses biochimiques

A. Dosages plasmatiques
Les triglycérides et le cholestérol total ont été dosés a laide des Kits
enzymatiques de BioMérieux (Cholestérol et Triglycérides RTU™, France). Les dosages
ont été réalisés selon les recommandations du fabricant. Un standard (Unitrol™) de
concentration connue et un calibrant multiparamétrique (Calimat™) dont le titre est connu
ont été utilisés. Aprés mesure de I'absorbance (Densité optique), la concentration de

I’échantillon a été calculée en utilisant la concentration du Calimat™ comme référence.

Le kit de dosage des triglycérides repose sur le principe et la suite de réactions

enzymatiques suivantes :
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Lipase

Glycérol + Acides gras

v

Triglycérides

Glycérokinase

4

Glycérol + ATP Glycérol-3-phosphate + ADP

Glycérol-3-phosphate oxydase ]
Glycérol-3-phosphate + O, » H,O, + phosphate dihydroxyacétone

Le kit de dosage du cholestérol repose sur le principe et les réactions

enzymatiques suivantes :

Cholestérol estérase

\ 4

Cholestérol estéerifié Cholestérol + Acides gras

Cholestérol oxydase

Cholesténe-4, one-3 + H,0,

v

Cholestérol + O,

Le peroxyde d’hydrogéne formé a lissue de ces réactions est dosé par la
réaction de Trinder, l'absorbance a 505 nm étant proportionnelle a la quantité de

chaque type de lipide dans I'échantillon.

B. Analyse des acides gras par chromatographie gazeuse

Les AG ont été dosés par GC par le Docteur Marie-Christine Escanyé, dans le

service de Biochimie du Pr. Jean Luc Olivier (Hopital Central, CHRU de Nancy).

Les échantillons ont été préparés par transestérification selon (Lepage and Roy,
1986). Pour les érythrocytes, 2 mL d'un mélange méthanol:.dichlorométhane (3:1, viv)
ont été ajoutés a 50uL de culots érythrocytaires. Puis, 200 puL de chlorure d’acétyle ont
été ajoutés a chaque échantillon et les tubes bouchés placés 1 h dans un bain a sec a
100°C (+/- 5°C). Apres refroidissement, la réaction de transestérification a été arrétée
par l'addition de 5mL d’une solution de carbonate de potassium a 6%. Aprés avoir
ajouté 2mL d’hexane et homogénéisé vigoureusement chaque échantillon durant 1
minute, les tubes ont été centrifugés 10 minutes a 2000 tours par minute (RPM) et a
4°C. Le surnageant organique a été transféré dans un tube propre et 2 mL
d’acétonitrile ont été ajoutés. Aprés une nouvelle homogénéisation, les tubes ont été

centrifugés dans les mémes conditions que précédemment. La phase supérieure a été
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récupérée dans un tube propre et évaporée a sec sous azote. Le résidu obtenu a été

solubilisé dans 50 pyL d’hexane avant I'injection dans l'appareil de GC.

Les extraits lipidiques des autres tissus (foie, structures cérébrales) ont été
additionné d’'un volume de 200 pL de chlorure d’acétyle puis traités comme décrit
ci-dessus pour les culots érythrocytaires. Les résidus obtenus ont été solubilisés dans
un volume adapté d’hexane (50uL pour les hippocampes, 100uL pour les cortex et

100uL pour les foies) pour doser les AG par GC.

Les échantillons transestérifiés en présence de chlorure d’acétyle et solubilisés
dans un volume adapté d’hexane sont injectés dans le chromatographe Clarus 480,
Perkin Elmer muni d’'un injecteur automatique. Le volume d’injection est de 4uL. Les AG
estérifiés sont séparés sur une colonne DB23 ((50%-cyanopropyl-phényl)-
méthylpolysiloxane) de dimensions 30 m x 0,32 mm x 0,25 mm (Agilent Technology ;
Massy, France) et analysés aprés détection par ionisation de flamme. La température
de linjecteur est fixée a 270°C et celle du détecteur a 280°C, tandis que celle du four
a colonne, initialement a 170°C, augmente progressivement de 2.8°C/min puis
0.1°C/min pour atteindre 230°C. Le gaz vecteur est I'azote, pression 4 bars. La pression
en téte de colonne est de 40kpa. Les différents pics obtenus sont intégrés a l'aide du
systéme d’exploitation de données EZChrom Elite. Les pics sont quantifiés a partir de
gammes étalons entre 25 et 100 pg/mL des principaux AG (acides palmitique,
palmitoléique, stéarique, oléique, linoléique, a-linolénique, arachidonique,
eicosapentaénoique, docosatétraénoique et docosahexaénoique ; Sigma). Les résultats
obtenus, représentant la quantitt de chaque AG dans le tube, ont été calculés et
présentées comme un pourcentage de chaque AG dans l'extrait, en considérant que les

dix AG dosés représentent 100%.

C. Analyse des especes phospholipidiques par chromatographie liquide couplée

a la spectrométrie de masse en tandem
L’analyse qualitative et semi-quantitative des espéces phospholipidiques a été

réalisée par LCMSMS par Cédric Paris (Laboratoire LIBIO, ENSAIA, Vandceuvre-lés-
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Nancy) sur un systéme UHPLC-MS (ThermoFisher Scientific, San Jose, CA, USA)
comprenant une pompe quaternaire, un détecteur classique a barrette de diodes ainsi
gu’'un spectrométre de masse équipé d’'une source d’ionisation par électronébulisation et

d’'un analyseur de type trappe ionique linéaire (LTQ : Linear Trap Quadrupole).

16pL des échantillons repris dans 200uL du mélange chloroforme:méthanol (2:1)
ont été injectés sur le systéme. Les lipides polaires ont été séparés sur une colonne
LiChroCART, LiChrospher 100 Diol, 250x2 mm, (5 pm) avec une pré-colonne
LiChrospher 100 Diol, 10x2 mm, (5 um) (Merck, Darmstadt, Germany). Le chloroforme a
été utilisé pour la phase mobile A. La phase mobile B est constituée de méthanol avec
0,1% (v/v) d’acide formique, de 'ammoniaque pour un ajustement du pH a 5,3 et 0,05%
(v/v) de triethylamine. La séparation a été obtenue selon le programme en mode binaire
suivant : premier gradient linéaire de 95% a 70% de phase mobile A (11 minutes), suivi
d’'un deuxiéme gradient linéaire de 70% a 20% de phase mobile A (3 minutes) et pour
terminer un plateau a 20% de phase mobile A (4 minutes). La durée totale de la
méthode est de 30 minutes (phase d’équilibrage comprise), le débit de 0,3 mL/min et la

température de colonne de 30°C.

Suite a I'étape de séparation dans la colonne, les composés d’intérét sont
entrainés par la phase mobile jusqu’au bloc source du spectrométre de masse ou ceux-
ci sont ionisés grace a la sonde d’électronébulisation opérant en mode négatif (ESI
négatif). Les paramétres d’ionisation sont les suivants : le potentiel de [laiguille
métallique d’électronébulisation est de -4,5 kV, la température du capillaire de transfert
est de 230°C. Les paramétres d’optique ionique ont été optimisés par perfusion d’une
solution standard de phospholipides en mélange, cela afin de maximiser le signal MS
des composés d’intérét (mode ESI négatif). La résolution en masse est de 0,2 Da. En
plus d’'un balayage MS entre 100 et 2000 m/z pour l'observation des ions parents, des
fragmentations MS2 et MS3 ont été conduites de fagcon manuelle afin d’obtenir des
informations structurales sur les différentes classes de phospholipides. L’interprétation

des spectres MS2 et MS3 (selon les classes considérées) a donc permis d’élucider la
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nature des espéces c'est-a-dire de connaitre la composition en AG de chacun des

phospholipides considérés.

D. Dosage protéique

La concentration des protéines dans les échantillons a été mesurée a l'aide du
kit BCA (BC Assay Protein Quantification Kit, Thermo Scientific, France) en suivant les
recommandations du fabricant. Le dosage a été réalisé en microplaque et lintensité de
la coloration a été mesurée par absorbance a 570 nm. La concentration protéique des
échantillons a été calculée a partir d'une gamme d’étalonnage entre 25 et 2000 pg/mL

d’albumine précisément titrée.

E. Enzyme-linked immunosorbent assay

Les taux de la protéine C réactive (CRP) ont été mesurés a laide du kit
Quantikine®ELISA MCRP00 (R&D System, Abingdon, Royaume-Uni). Les taux des
protéines synaptiques SNAP25 et PSD95 ont été mesurés a laide des kits USCN
(Wuhan Chine, revendeur francais Euromedex, Souffelweyersheim France) SEG-168Mu,
SEC-955Mi (Wuhan Chine, revendeur francais Euromedex, Souffelweyersheim France)
basés sur le principe de la méthode immuno-enzymatique ELISA en sandwich. Les kits
consistent en une plaque pré-coatée avec un anticorps spécifique des protéines CRP,

SNAP25 ou PSD95.

Le protocole général est le suivant : les standards ou les échantillons sont
ajoutés dans les puits avec un anticorps spécifique a SNAP25 conjugué a la biotine et
incubés. L’avidine conjuguée a la peroxydase de raifort est ajoutée dans les puits et
incubée. Aprés addition du substrat Tetramethylbenzidine, seuls les puits contenant
SNAP25, PSD95 ou CRP, lanticorps conjugué a la biotine et I'enzyme conjuguée a
'avidine vont développer un changement de couleur. La réaction enzyme-substrat est
stoppée par l'addition de l'acide sulfurique et le changement de couleur est mesuré par
spectrophotométrie. La concentration en CRP, SNAP25 ou PSD95 est déterminée en

comparant la valeur de densité optique des échantillons a la courbe des standards. Les
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kits ELISA mesurant les protéines PSD95 et SNAP25 proviennent de Euromedex
(France) et le kit ELISA mesurant la CRP provient de Biotechne (R&D system,

Royaume Uni).

F. Analyses par Western blot

1. Electrophorése

Les protéines ont été tout d’abord séparées par électrophorése dénaturante en
présence de SDS (dodécylsulfate de sodium) dans un systéme de migration verticale
(Bio-Rad, France). Des gels de 1,5 mm d’épaisseur ont été préparés, composés d’un
gel de concentration a 5% de polyacrylamide en tampon (0,5 M Tris-HCI, pH 6,8, 0,1%
(m/v) SDS) sur un gel de séparation de 8 & 12% de polyacrylamide selon la masse
moléculaire des protéines d’intérét, en tampon (1,5 M Tris-HCI, pH 8,8, 0,1% (m/v)
SDS). Les échantillons ont été, avant leur dép6t, dénaturés a 95°C pendant 5 min dans
du tampon de dénaturation (125 mM Tris-HCI, pH 8,0, 4% (m/v) SDS, 10% (v/v) B-
mercaptoéthanol, 0,004% (m/v) bleu de bromophénol). L’électrophorése a été réalisée
dans un tampon de migration (1,5 M Tris-HCI, pH 8,3, 19,2 mM glycine, 0,01% (m/v)
SDS), a 50 V lors de la concentration puis a 120 V.

2. Electrotransfert

Les protéines séparées ont été transférées sur des membranes de difluorure de
polyvinylidéne. Les membranes ont été humidifiée dans le méthanol durant 20s, puis
équilibrées dans le tampon de transfert (48 mM Tris-HCI, pH 9,2, 39 mM glycine, 1,3
mM SDS, 20% (v/v) éthanol) durant 2 min. A lissue de la migration électrophorétique,
les gels ont été rincé durant 1 min dans le tampon de transfert avant d’étre placé au
contact des membranes entre deux feuilles de papier Whatmann™ imbibées de tampon
de transfert. L’ensemble gel-membrane-papiers Whatmann a été disposé dans une
cellule de transfert liquide (Bio-Rad, France), au sein de laquelle les protéines migrent

du gel vers la membrane sous une intensité constante de 350 mA pendant 50 min.
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3. Immunorévélation des protéines

Apres électrotransfert, les membranes ont été immergées dans une solution de

blocage (2 mM Tris-HCI, pH 7,4, 150 mM NaCl, 0,1% (v/v) Tween-20, 5% (m/v) lait

écrémé en poudre). Apres saturation, les membranes ont été incubées en présence de

I'anticorps primaire dilué dans la solution de blocage a 4°C (Tableau I) et sous agitation

orbitale durant la nuit. Aprés 3 passages de 5 min dans la solution de lavage (2 mM

Tris-HCI, pH 7,4, 150 mM NaCl, 0,1% (v/v) Tween-20), elles ont été incubées avec

'anticorps secondaire couplé a une peroxydase (Tableau Il) durant 1h a température

ambiante. Aprés les lavages et lincubation dans le réactif de détection (Supersignal

HRP Substrate, Merck Millipore, France), les membranes ont été placées dans un

systeme d’acquisition d’images Fusion FX5 (Vilber Lourmat) permettant de numériser

image et visualiser le signal li€ a la protéine d’intérét. Les analyses densitométriques

ont été réalisées grace au logiciel Imaged (US National Institutes of Health, Bethesda,

MD, USA), permettant I'exploitation semi-quantitative des résultats.

Tableau | : Anticorps primaires utilisés pour les immunomarquages

L Anticorps primaires Anticorps secondaires
Protéine ciblée
Origine Dilution Fournisseur | Référence | Origine Dilution
Fonction synaptique
SNAP25 Chévre 1/500 Santa Cruz sc 7538 Lapin 1/2000
PSD95 Lapin 1/1000 Cell Signaling 2507 Chevre 1/2000
GLUR1 Lapin 1/1000 Cell Signaling 13185 Chévre 1/2000
GLUR2 Lapin 1/1000 Cell Signaling 5306 Chévre 1/2000
GLUR3 Lapin 1/1000 Cell Signaling 4676 Chévre 1/2000
GLUR4 Lapin 1/1000 Cell Signaling 8070 Chevre 1/2000
Inflammation
GFAP Souris 1/1000 Millipore MAB360 Cheval 1/2000
Activation des acides gras
ACSL4 Lapin 1/1000 Santa Cruz sc 134507 Chévre 1/2000
ACSL6 Lapin 1/1000 Santa Cruz sc 134498 Chévre 1/2000
Marqueur de charge
1/10 000 sur
) 1/20 000
homogénats
B-tubuline Souris Sigma 071M4830 Cheval
1/2000 sur
1/2000
HT22
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Tableau Il : Anticorps secondaires utilisés pour les immunomarquages

. L Anticorps secondaires
Cible antigénique

Origine | Dilution | Fournisseur | Référence
IgG de lapin Chevre 1/500 Cell Signaling 7074
IgG de souris Cheval 1/1000 Cell Signaling 7076
IgG de chévre Lapin 1/1000 Santa Cruz sc 2922

IV. Analyses statistiques

Les analyses statistiques nécessaires a linterprétation des études détaillées dans
cette thése ont été réalisées a l'aide du logiciel Statview, en accordant classiquement
une significativité lorsque le risque d’erreur p est égal ou inférieur a 5%. La normalité
des données a été vérifice avec le test de Kolmogorov-Smirnov. Les données suivant
une loi normale ont été analysées par des statistiques paramétriques (t de Student,
ANOVA). Les données présentées sont exprimées en moyenne = ESM (erreur standard

a la moyenne) pour toutes les analyses.
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Chapitre 3 : Résultats

. Impact d’un régime enrichi en acide arachidonique sur les
phospholipides membranaires, la fonction synaptique et la

sensibilité au stress amyloide chez la souris

A. Introduction

La maladie d’Alzheimer est définie par une atteinte des capacités cognitives
reflétant la perte neuronale et synaptique. Le peptide AB est I'un des agents cellulaires
principaux responsables de cette neurodégénérescence. La plasticité synaptique, qui
permet le développement de la mémoire, se caractérise par une réorganisation des
membranes synaptiques et notamment par le recyclage des phospholipides
membranaires. La composition en AGPI des membranes neuronales et notamment
I'équilibre entre les w-6 et les w-3 est cruciale pour le bon fonctionnement synaptique.
Dans cette premiére partie de notre travail, nous avons étudié l'impact d’'un régime
enrichi en ARA sur un modéle de souris mimant la phase précoce de la MA afin de
comprendre le role de I'ARA dans les fonctions cognitives et son influence sur la

sensibilité au peptide AB.

B. Composition des régimes
Des souris Balb/c males (n=39 par groupe) agées de 8 semaines ont été
soumises a deux régimes alimentaires différents pendant 12 semaines : un régime
« ARA » enrichi en ARA et w-6 et un régime « OLE » servant de régime contréle au
régime « ARA ». Les compositions en AG de l'huile Arasco, des huiles de chanvre, de
tournesol et de colza provenant d’'Ormes et du saindoux utilisé par SAFE pour le

régime de base (210) ont été déterminées par GC (Figure 28).

Cette analyse nous a permis d’établir la composition en huiles des croquettes et
leur composition théorique en AG (Figure 29). Les deux régimes contiennent 10% de
lipides soit environ 23% de I'apport énergétique. Ces régimes sont plus riches en lipides

que les régimes murins standards (5-6% en poids, 14% en énergie) mais ne peuvent
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pas étre considérés comme des régimes hyperlipidiques ou « high fat » (Ramakers et

al, 2008).

Huile d'Arasco Huile de chanvre d'Ormes
6,4%0,1%

0,1% 3,1%

10,8%

12,2%

7,2%

Palmitique 0,1%

5,9% %2%4,9%
Palmitoléique 3,4%

I Stéarique
Oléique
W Linoléique Huile de tournesol d'Ormes

B Arachidonique
Docosatétraénoique 85,6%
M a-Linolénique

B Docosahexaénoique

3,2%
5;7% [0,3% 1,8% 1o
2,8%
55,1%
Huile de colza d'Ormes Saindoux de chez Safe

Figure 28 : Composition en acides gras des huiles et du saindoux
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[ Caséine
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0 Vitamine 200 Safe

Figure 29 : Composition en nutriments et en huiles ou saindoux des régimes « OLE »
et « ARA » (en %)

Les compositions en AG des croquettes ont été vérifiées aprés leur élaboration
et leur livraison par le fournisseur et trouvées conformes aux prévisions. Cela indique
que le processus de fabrication n’a pas altéré les AG des composants. Les croquettes
des deux régimes ont été conservées a 4°C et a l'abri de la lumiére. Afin d’évaluer la
survenue d’éventuelle oxydation des AGPI, les profils d’AG totaux ont été déterminés
sur les croquettes conservées a 4°C au début et a la fin de I'étude ainsi que sur des
croquettes laissées a température ambiante dans l'animalerie durant 7 jours. Aucune
différence n’a été mise en évidence entre les profils de ces différents lots de croquettes

pour les deux régimes « OLE » et « ARA » (données non présentées).

Les deux régimes contiennent des apports sensiblement identiques en AG
saturés (33,4% pour « OLE » et 32,9% pour « ARA ») et AG insaturés (66,6% pour
« OLE » et 67,1% pour « ARA »). Le régime « ARA » est un régime riche en ARA :
il contient 11,5% d’ARA contre 0,2% dans le régime « OLE ». Ce régime « ARA » est
aussi légérement plus riche en LA, précurseur des w-6 avec 20,4% contre 15% pour le
régime « OLE » sans que Ila difference soit caricaturale. Le taux d’acide
docosatétraénoique (DTA) ne differe pas de fagcon marquée entre les régimes « OLE »
(0,10%) et « ARA » (0,13%). En ce qui concerne les w-3, le régime « ARA » est
légerement plus riche en DHA et ALA (6,2%) que le régime « OLE » (5,9%), ces taux
dépassant largement les besoins journaliers en w-3 chez la souris (Amtul et al, 2012).

Le régime « ARA » apporte plus de DHA que le régime « OLE » (0,9% contre 0,2%)
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et une proportion équivalente d’ALA (5,3% contre 5,7%) (Figure 30). Par conséquent, le
ratio w-6/w-3 est de 5,1 pour le régime « ARA » et de 2,6 pour le régime « OLE ».
Le ratio de 5 est le ratio recommandé actuellement par 'ANSES en nutrition humaine
et celui de 1 serait celui qui aurait pu étre atteint dans des populations préhistoriques
humaines vivant dans des régions maritimes (Simopoulos, 2011). Afin de compenser
'apport supplémentaire en ARA et précurseur d'w-6, la quantité d’acide oléique a été
diminuée dans le régime « ARA » (27,3%) par rapport au régime « OLE » (43,7%)
sans toucher les proportions d’AG saturés et dAGPI w-3. La plus grande proportion
d’acide oléique dans le régime alternatif au régime « ARA » a amené & le désigner
sous le terme de régime « OLE ». Dans ce dernier régime, la proportion d’AG
monoinsaturés (acides oléique et palmitoléique) est donc plus importante que celle des

AGPI (w-3 et w-6), contrairement au régime « ARA » (Figure 30).

0,1% Palmitique
E 0,2%
0,2%._ 4

Palmitoléique

22,8% Stéarique 21,6%

Oléique
1,5%
1,8% H Linoléique

10,6% M Arachidonique 11L3%

Docosatétraénoique

43,7%

m a-Linolénique 27,3%

B Docosahexaénoique

Régime OLE Régime ARA

Figure 30 : Répartition des acides gras dans les régimes « OLE » et « ARA » mesurés
par chromatographie gazeuse (en % des acides gras totaux)

Avant d’étre placées sous régime « OLE » ou « ARA », les souris ont été
nourries avec le régime « standard » habituellement utilisé au laboratoire provenant de
chez Harlan Laboratories (Gannat, France). Des prélévements sanguins ont été réalisés
sur les souris nourries avec ce régime « standard » (avant I'étude des régimes
« OLE » et « ARA ») afin de comparer la répartition des AG dans les érythrocytes des
souris sous ce régime « standard » par rapport aux souris apres l'étude des régimes

« OLE » et « ARA ». L’apport lipidique du régime « standard » est de 6,2% en poids
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et 18% en énergie. La composition en AG de ce régime est de 16,3% d’AG saturés,
21% d’acides monoinsaturés (ou acide oléique), 56,4% de précurseur w-6 et 55% de
précurseur d'w-3, avec un ratio w-6/w-3 de 10, soit deux fois plus élevé que dans le
régime « ARA ». Seule la composition en ALA est similaire entre le régime

« standard » et nos deux régimes d’étude (Figure 31).

Régime standard Palmitique

12,7% Palmitoléique
3,6% o
Stéarique

Oléique
H Linoléique

e B Arachidonique

Docosatétraénoique
® a-Linolénique

® Docosahexaénoique

Figure 31 : Répartition des acides gras dans le régime « standard » mesurée par
chromatographie gazeuse (en % des acides gras totaux)

C. Résultats
1. Impact des régimes sur la prise alimentaire et le poids des souris

La prise alimentaire et le poids des souris ont été suivis tout au long de I'étude.
La moyenne de ces paramétres a été calculée en considérant deux groupes : « OLE »
et « ARA », les injections de NaCl ou AB ne sont pas prises en considération pour
'étude de ces parameétres. Le suivi de la prise alimentaire est identique entre les deux
régimes alimentaires « OLE » et « ARA », le régime enrichi en ARA n’a donc aucun

impact sur ce parameétre (Figure 32).
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Figure 32 : Prise alimentaire des souris sous régimes « OLE » et « ARA »

Les résultats sont exprimés en grammes de croquettes et représentés en moyenne + ESM (n=39) en fonction
du nombre de semaines de régime. La courbe violette correspond a la prise alimentaire des souris sous régime
« OLE » et la courbe orange correspond a la prise alimentaire des souris sous régime « ARA ».

De la méme fagcon que la prise alimentaire, les courbes de prise de poids des
souris ont été semblables pour les deux régimes (Figure 33). Cela s’explique par le fait

que les apports caloriques des deux régimes sont identiques et que seule la

composition qualitative en AG est différente.

—e—Régime OLE

—+—Régime ARA

Prise de poids des souris
(g)
o

-3

Semaines de régime

Figure 33 : Prise de poids des souris sous régime « OLE » et « ARA »

Les résultats sont exprimés en grammes et représentés en moyenne + ESM (n=39) en fonction du nombre de
semaines de régime. La courbe violette correspond a la prise de poids des souris sous régime « OLE » et la
courbe orange correspond a la prise de poids des souris sous régime « ARA ».
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2. Impact des régimes sur les taux de cholestérol et de triglycérides plasmatiques

Nous avons mesuré le taux de cholestérol et de triglycérides dans le plasma de
16 souris par groupe aprés 12 semaines sous régimes « OLE » ou « ARA » en
condition post prandiale et aprés 6h a jeun afin d’évaluer si I'apport en ARA induisait

des perturbations du métabolisme lipidique périphérique.

Nous avons observé une augmentation de l'ordre de 6% du taux plasmatique de
cholestérol chez les souris « ARA » par rapport aux souris « OLE », aussi bien dans
les conditions post prandiale qu’a jeun, mais ces différences ne sont pas statistiquement
significatives. Pour les deux régimes, le taux de cholestérol dans le plasma diminue de

11% et de facon significative aprés 6h a jeun (Figure 34).
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Figure 34 : Cholestérol plasmatique a jeun et post prandial des souris sous régimes
« OLE » et « ARA »

Les résultats sont exprimés en g/L et représentés en moyenne * ESM (n=16). Les histogrammes violets
correspondent au cholestérol plasmatique du groupe « OLE » et les histogrammes oranges correspondent au
cholestérol plasmatique du groupe « ARA ». #: p<0,05, comparaison entre les conditions post prandial et a
jeun.

Nous avons observé une diminution significative de 13% du taux plasmatique de
triglycérides post prandial chez les souris « ARA » comparées aux souris « OLE ». En
revanche, a jeun, les taux de triglycérides sont identiques entre les deux groupes. Une
diminution significative de 27% des taux de triglycérides chez les souris « OLE » a été
observée apres 6h de jeun, cette diminution est significative. Une diminution non
significative de 16% a également été observée chez les souris « ARA » dans les

mémes conditions, (Figure 35).
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Figure 35 : Triglycérides plasmatiques a jeun et post-prandial des souris sous régimes
« OLE » et « ARA »

Les résultats sont exprimés en g/L et représentés en moyenne * ESM (n=16). Les histogrammes violets
correspondent aux triglycérides plasmatiques du groupe « OLE » et les histogrammes oranges correspondent
aux triglycérides plasmatiques du groupe « ARA ». * :p<0,05, comparaison entre les régimes OLE et ARA;
# : p<0,05, comparaison entre les conditions post prandial et a jeun.

3. Impact des régimes sur la répartition des acides gras périphériques

Les régimes utilisés dans cette étude étant différents par leur composition en
AG, nous avons déterminé les profils en AG érythrocytaires et hépatiques des souris
sous régimes « OLE » et « ARA » aprés 12 semaines de régimes pour étudier
impact de ces régimes sur les AG au niveau périphérique. Les AG érythrocytaires de
ces souris avant la mise sous régimes « OLE » ou « ARA » ont aussi été mesurés
(n=10 par groupe de régime). Les souris avant cette étude ont été nourries avec le

régime « standard ».

La répartition générale des AG dans les érythrocytes montre que les AG saturés
sont les plus représentés avec l'acide palmitique (environ 35-40% des AG totaux) et
'acide stéarique (environ 20% des AG totaux). L’acide oléiqgue, un AG monoinsaturé, est
€galement bien représenté (entre 10 et 20% des AG totaux, selon les groupes), alors
que l'autre acide monoinsaturé, I'acide palmitoléique, est trés peu présent avec moins
de 0,6% des AG totaux dans les différents groupes de souris. Les AG polyinsaturés de
type w-6, a savoir le LA (entre 5 et 15 %), 'ARA (12 a 22% selon les groupes) et le
DTA (1,5 a 3,8%), sont mieux représentés que les AG polyinsaturés de type w-3 avec

PALA (0,3%), le DHA (1,2 a 3,5%) et 'EPA (moins de 0,3%) (Figure 36).
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Répartition générale des acides gras dans les érythrocytes
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Figure 36 : Répartition des acides gras dans les érythrocytes des souris avant le
début de I’étude (« standard ») et aprés les régimes « OLE » et « ARA »

Les résultats sont exprimés en % des acides gras totaux et représentés en moyenne + ESM (n=10). Les
histogrammes gris correspondent aux acides gras du « groupe standard », les histogrammes violets au groupe
« OLE » et les histogrammes oranges au groupe « ARA ».

Les AG se répartissent globalement de la méme fagcon dans le foie que dans les
érythrocytes, le plus représenté étant I'acide palmitique (25% des AG totaux) suivi par
FARA (13 & 25% selon les groupes), les acide stéarique et LA (environ 13%), l'acide
oléique (10-15% selon les groupes) et le DHA un peu moins représenté (5 & 8%). Le
DTA (0,4 a 1,8%), I'ALA (0,4%) et 'EPA (0,06 a 0,4% selon les groupes) sont trés peu

présents dans le foie (Figure 37).
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Repartition générale des acides gras dans le foie
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Figure 37 : Répartition des acides gras dans le foie des souris sous régimes « OLE » et
« ARA »

Les résultats sont exprimés en % des acides gras totaux et représentés en moyenne + ESM (n=10). Les
histogrammes violets au groupe « OLE » et les histogrammes oranges au groupe « ARA ».

Nous allons a présent comparer les différents groupes pour chaque type d’AG
étudiés. Dans les érythrocytes, nous avons observé une diminution de I'acide stéarique
avec notre régime « OLE » comparé au régime « standard » donné aux souris avant
le début de l'étude. Une différence entre les régimes « OLE » et « ARA », aprés
l'étude et sacrifice des animaux, a été observée pour les AG saturés, avec une
diminution de 1% (en % des AG totaux) de I'acide palmitique et une augmentation de
2% de l'acide stéarique dans le groupe « ARA » par rapport au groupe « OLE »

(Figure 38).

Dans le foie, ces différences entre les régimes « OLE » et « ARA » ont
également été observées avec une diminution de 3% (en % des AG totaux) de I'acide
palmitique et une augmentation de 2% de l'acide stéarique chez les souris « ARA »
par rapport aux souris « OLE ». Ces difféerences se compensent et n’ont pas

d’influence sur le taux global d’AG saturés dans ces groupes (Figure 38).
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Figure 38 : Acides gras saturés dans les érythrocytes et le foie des souris avant le
début de I’étude (« standard ») et aprés les régimes « OLE » et « ARA »

Les résultats sont exprimés en % des acides gras totaux et représentés en moyenne + ESM (n=10). Les
histogrammes gris correspondent au groupe « standard », les histogrammes violets au groupe « OLE » et les
histogrammes oranges au groupe « ARA ». Les histogrammes pleins correspondent aux érythrocytes et les
histogrammes hachurés correspondent au foie. #: p<0,05, comparaison entre les régimes « standard » et
« OLE » ou « ARA ». *: p<0,05 ; ** : p<0,01 ; *** :p<0,001, comparaison entre les régimes « OLE » et « ARA ».
Pour les AG monoinsaturés, nous observons que l'acide oléique est plus élevé
dans les érythrocytes du groupe « OLE » (17,4%) que dans ceux des deux autres
groupes (9,5% sous le régime « standard » avant l'étude et 11% pour le groupe
« ARA »), ce qui est en accord avec la composition du régime « OLE » qui est plus
riche en acide oléique que les régimes « standard » et « ARA ». L’acide palmitoléique
est également plus élevé dans les érythrocytes du régime « OLE » que dans les deux

autres groupes (0,6% au lieu de 0,4%) (Figure 39). Cet AG minoritaire est synthétisé

par la stearoyl-CoA désaturase 1 qui convertit 'acide stéarique en acide oléique.

Dans le foie, nous observons également une augmentation des AG
monoinsaturés dans le groupe « OLE » (14,5% pour lacide oléique et 1,1% pour
'acide palmitoléique) par rapport au groupe « ARA » (9,4% pour l'acide oléique et

0,8% pour I'acide palmitoléique) (Figure 39).
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Figure 39 : Acides gras monoinsaturés dans les érythrocytes et le foie des souris
avant le début de I’étude (« standard ») et aprés les régimes « OLE » et « ARA »

Les résultats sont exprimés en % des acides gras totaux et représentés en moyenne + ESM (n=10). Les
histogrammes gris correspondent au groupe « standard », les histogrammes violets au groupe « OLE » et les
histogrammes oranges au groupe « ARA ». Les histogrammes pleins correspondent aux érythrocytes et les
histogrammes hachurés correspondent au foie. ### : p<0,001, comparaison entre les régimes « standard » et
« OLE » ou « ARA » ; ** : p<0,01 ; *** : p<0,001, comparaison entre les régimes « OLE » et « ARA ».
Concernant les AGPI de type w-6, nous avons observé une diminution de leur
précurseur, le LA, dans les érythrocytes du régime « OLE » par rapport aux
érythrocytes des souris avant I'étude sous régime « standard » (13,7% des AG totaux
pour le régime « standard » et 9% pour le régime « OLE »). Une diminution trés
marquée a été observée dans le régime « ARA » par rapport au régime « OLE » : le
taux de LA dans les érythrocytes diminue de moitié dans le groupe « ARA » par
rapport au groupe « OLE ». La proportion des AGPI w-6, ARA et DTA, est quasiment
doublée dans les érythrocytes des souris du groupe « ARA » (22,7% et 3,84%
respectivement) par rapport au groupe « OLE » (12,2% et 1,6% respectivement). Les

souris mises sous régime « ARA » présentent bien un enrichissement en ARA au

niveau des érythrocytes et également un enrichissement en DTA (Figure 40).

Au niveau du foie, une faible diminution de LA a été observée chez les souris
« ARA » (12,1%) par rapport aux souris « OLE » (14,3%). Cette variation est
beaucoup moins marquée dans le foie que dans les érythrocytes. En revanche, pour les
deux autres AGPI de type w-6, le taux d’ARA chez les souris « ARA » (25,8% des AG
totaux) est presque doublé par rapport aux souris « OLE » (13,6%) et le taux de DTA
est multiplié par 4,4 chez les souris « ARA » par rapport aux souris « OLE ». Un

enrichissement en ARA et DTA est observé dans le foie des souris « ARA » comme
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dans leurs érythrocytes, voire de fagon plus marquée pour le DTA (Figure 40). Comme
le DTA est un composé trés minoritaire dans les deux régimes, cet enrichissement
important en DTA dans les érythrocytes et le foie suggére que celui-ci pourrait étre un

produit de conversion de 'ARA apporté par I'alimentation.
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Figure 40 : Acides gras polyinsaturés de type w-6 dans les érythrocytes et le foie des
souris avant le début de I’étude (« standard ») et aprés régimes « OLE » et « ARA »

Les résultats sont exprimés en % des acides gras totaux et représentés en moyenne * ESM (n=10). Les
histogrammes gris correspondent au groupe « standard », les histogrammes violets au groupe « OLE » et les
histogrammes oranges au groupe « ARA ». Les histogrammes pleins correspondent aux érythrocytes et les
histogrammes hachurés correspondent au foie. ### : p<0,001, comparaison entre les régimes « standard » et
« OLE » ou « ARA » ; * : p<0,05 ; *** p<0,001, comparaison entre les régimes « OLE » et « ARA ».

Concernant les AGPI de type w-3, aucune différence n’a été observée pour leur
précurseur, I'ALA, dans les érythrocytes des souris avant le début de I'étude (sous
régime « standard ») comparés aux érythrocytes des souris aprés les régimes « OLE »
et « ARA ». L'EPA est présent en trés faible quantité dans les érythrocytes des souris,
mais a des taux plus élevés dans le groupe « OLE » (0,3% des AG totaux) que dans
les groupes « ARA » et « standard » ou il est indétectable. Le DHA est également
plus élevé dans les érythrocytes des souris sous régime « OLE » (3,5%) que dans les
érythrocytes des souris sous régimes « ARA » (1,2%) et « standard » (2,6%) (Figure
41).
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Dans le foie, on observe une légére augmentation d’ALA chez les souris
« ARA » (0,49%) comparées aux souris « OLE » (0,38%). A linverse, les foies des
souris « ARA » contiennent moins de DHA et d’EPA (0,26% et 0,01% respectivement)

que celui des souris « OLE » (0,82% et 0,07% respectivement) (Figure 41).

Une diminution d’AGPI de type w-3 (DHA et EPA) dans le groupe « ARA » par
rapport au groupe « OLE » a été observée aussi bien dans le foie que dans les
érythrocytes. Cette diminution d’AGPI de type w-3 n’est pas due a une carence en DHA
dans le régime « ARA », qui apporte quasiment autant d’ALA et plus de DHA que le
régime « OLE » (Figure 30). Elle peut étre liee a un phénomeéne de compétition entre

ces deux familles d’AGPI. Nous reviendrons sur ce point dans la discussion.
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Figure 41 : Acides gras polyinsaturés de type w-3 dans les érythrocytes et le foie des
souris avant le début de I’étude (« stantard ») et aprés régimes « OLE » et « ARA »

Les résultats sont exprimés en % d’acides gras totaux et représentés en moyenne + ESM (n=10). Les
histogrammes gris correspondent au groupe « standard », les histogrammes violets au groupe « OLE » et les
histogrammes oranges au groupe « ARA ». Les histogrammes pleins correspondent aux érythrocytes et les
histogrammes hachurés correspondent au foie. #: p<0,05; ###: p<0,001, comparaison entre les régimes
« standard » et « OLE » ou « ARA » ; ¥** : p<0,001, comparaison entre les régimes « OLE » et « ARA ».

Apres avoir décrit les modifications induites par les deux régimes alimentaires
« ARA » et « OLE » au niveau de la composition en AG de deux tissus périphériques,

le foie et les érythrocytes, nous allons présenter les résultats obtenus sur les
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différences induites dans la composition en AG et celles des espéces phospholipidiques
au niveau de I'hippocampe et du cortex.
4. Impact des régimes et du peptide B-amyloide sur les lipides membranaires au
niveau céerébral
4.1. Répartition cérébrale des acides gras totaux
La répartition des AG totaux a été réalisée par GC dans le cortex et
hippocampe des souris des quatre groupes « OLE + NaCl », « OLE + AB »,
« ARA + NaCl » et « ARA + AB », aprés les 12 semaines de régimes et les analyses
comportementales. Nous avons séparé les échantillons en quatre groupes afin d’évaluer
linfluence des deux régimes et l'effet de I'administration de peptide AB sur la
composition des tissus cérébraux en AG totaux. Si I'on compare la distribution globale
des AG dans l'hippocampe et le cortex a celles des érythrocytes et du foie, on observe
que le LA est 10 a 20 fois moins présent dans le cerveau qu’au niveau périphérique, et
que le DHA est 10 fois plus présent dans le cerveau qu’au niveau périphérique. L’ARA
représente les mémes proportions dans le cerveau et dans les érythrocytes (environ

15%) (Figure 42).
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Figure 42 : Répartition des acides gras dans le cortex des souris des groupes
« OLE + NaCl », « OLE + AB », « ARA + NaCl » et « ARA + AB »

Les résultats sont exprimés en % des acides gras totaux et représentés en moyenne = ESM (n=4 ou 6). Les
différentes conditions de régimes et injections intracérébroventriculaires sont représentées par les
histogrammes bleus pour le groupe « OLE + NaCl », rouges pour le groupe « OLE + AB », verts pour le groupe
« ARA + NaCl » et roses pour le groupe « ARA + AR ».
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Nous n’avons observé aucune différence entre les groupes pour les AG saturés
stéarique et palmitique. Le taux d’AG monoinsaturé palmitol€ique est également
identique dans les différents groupes. En revanche le taux d’acide oléique est
légerement plus important dans les groupes soumis au régime « OLE » (environ 11%
dans le cortex et I'hippocampe) par rapport aux deux groupes soumis au régime
« ARA » (environ 12%) (Figure 43). Cette différence pour l'acide oléique est a mettre
en rapport avec les compositions respectives en acide oléique des deux régimes (27,3%
des AG dans le régime « ARA » contre 43,7% dans le régime « OLE ») (Figure 30).
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Figure 43 : Acides gras saturés et monoinsaturés dans le cortex et I’hippocampe des
souris « OLE + NaCl », « OLE + AB », « ARA + NaCl » et « ARA + AB »

Les résultats sont exprimés en % des acides gras totaux et représentés en moyenne * ESM (n=4 ou 6). Les
différentes conditions de régimes et injections intracérébroventriculaires sont représentées par les
histogrammes bleus pour le groupe « OLE + NaCl », rouges pour le groupe « OLE + AB », verts pour le groupe
« ARA + NaCl » et roses pour le groupe « ARA + AB ». Les histogrammes pleins représentent le cortex et les
histogrammes hachurés représentent I"hippocampe. * : p<0,05 ; ** p<0,01, comparaison entre les régimes
« OLE » et « ARA ».

Le précurseur des AGPI de type w-6, le LA, diminue dans le cortex et
’hippocampe des souris sous régime « ARA » par rapport aux groupes « OLE » (de
0,6% a 0,3%). Les deux autres AG w-6, I'ARA et le DTA, augmentent de fagon
significative dans le cortex et I'hippocampe des souris « ARA » par rapport aux

groupes « OLE » (de 11,5% a 12,7% pour I'ARA et de 3,7% a 4,7% pour le DTA). On
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observe une diminution significative du DHA dans le cortex des souris soumises au
régime « ARA » (18%) par rapport au régime « OLE » (19,8%). Une faible diminution
(non significative) de DHA est également observée dans I'hippocampe des souris
« ARA » (Figure 44). Les deux autres AGPI de type w-3, 'EPA et 'ALA, n'ont pas été

détectés dans les deux structures cérébrales étudiées.
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Figure 44 : Acides gras polyinsaturés dans le cortex et I’hippocampe des souris
« OLE + NaCl », « OLE + AB », « ARA + NaCl » et « ARA + AB »

Les résultats sont exprimés en % des acides gras totaux et représentés en moyenne + ESM (n=4 ou 6). Les
différentes conditions de régimes et injections intracérébroventriculaires sont représentées par les
histogrammes bleus pour le groupe « OLE + NaCl », rouges pour le groupe « OLE + AB », verts pour le groupe
« ARA + NaCl » et roses pour le groupe « ARA + AB ». Les histogrammes pleins représentent le cortex et les
histogrammes hachurés représentent I'hippocampe. * : p<0,05 ; *** p<0,001, comparaison entre les régimes
« OLE » et « ARA ».

Nous n’avons observé aucune différence entre les groupes « NaCl » et « AR »
pour les AG mesurés dans les cortex et les hippocampes des souris pour chaque
régime, c’est pourquoi les analyses des espéces phospholipidiques n'ont été faites que
sur les groupes « NaCl » définis « OLE » et « ARA », groupes de souris ayant regu

une injection controle (NaCl) sans peptide Ap, dans le paragraphe suivant.
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4.2. Analyse des especes de phospholipides membranaires

Afin de déterminer si les différences cérébrales dans l'incorporation globale des
AG identifiées dans les pages précédentes se concentrent ou non dans certaines
classes et espéces phospholipidiques, nous avons étudié celles-ci par la technique de
LCMSMS. L’étape de chromatographie liquide permet de séparer les difféerentes classes
de phospholipides d'intérét, a savoir les PE, PS, PC et Pl. Les phospholipides sont
ensuite ionisés et les especes de phospholipides sont identifiees par la MS par leur
ratio m/z (nombre de masses / nombre de charges) (Tableau Ill). Comme I'ARA et le
DHA sont les AG principaux du cerveau et que nous souhaitions confirmer ou infirmer
'existence de phénoménes de compétitions entre le DHA (22:6, w-3) et 'ARA (20:4,
w-6) pour lincorporation dans les phospholipides, nous nous sommes focalisés sur
l'analyse des especes contenant le DHA et I'ARA ainsi que sur des produits
d’élongation et de désaturation comme le DTA (22:4, w-6 principalement) et le DPA
(22:5, w-6 ou w-3). En raison de la présence des espéces isobariques en MS1, nous
avons analysé les espéces acyl et plasmalogénes en MS2 pour les PE, PS et PI, et en
MS3 pour les PC. Dans chaque classe de phospholipides, nous avons totalisé Ia
somme des aires de chaque espéce de phospholipides contenant du DHA, de I'ARA, du
DTA ou du DPA. Les résultats ont été exprimés pour chaque espéce en % du total de

cette somme dans la classe considérée.

Les PE, au méme titre que les PC, sont les phospholipides les plus abondants
au niveau du cerveau (Swietochowska ef al, 1983). Les espéces PE et PS sont les
plus abondantes en DHA dans le cerveau, nous retrouvons cette notion dans I'analyse
des phospholipides dans le cortex et I'hippocampe des souris soumises aux régimes

« OLE » et « ARA » (Figure 45, Figure 46 et Figure 47).
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Tableau 11l : Identification des espéces phospholipidiques a partir de leur m/z par la
technique de chromatogaphie liquide couplée a une double spectrométrie de masse

a : acyl; ARA: acide arachidonique ; DHA ; acide docosahexaénoique; DPA: acide docosapentaénoique ;
DTA :acide docosatétraénoique; m/z:

Téte polaire

phosphatidylcholine ;

masse/charge; p: plasmalogéne; PC:
PE : phosphatidylethanolamine ; Pl : phosphatidylinositol ; PS : phosphatidylsérine.
oS e phospholipide cl?aines e e
global d'acides gras
738.5 36:4 al6:0/20:4 PE-ARA
722.5 36:4 pl6:0/20:4 pPE-ARA
766.5 384 als:0/20:4 PE-ARA
750.5 38:4 p18:0/20:4 pPE-ARA
764.5 38:5 al8:1/20:4 PE-ARA
748.5 38:5 pl8:1/20:4 pPE-ARA
762.5 386 als8:2/20:4 PE-ARA
746.5 38:6 pl8:2/20:4 pPE-ARA
750,5 384 pl6:0/22:4 pPE-DTA
748,5 38:5 ple:1/22:4 pPE-DTA
794,5 40:4 als:0/22:4 PE-DTA
792,5 40:5 al8:1/22:4 PE-DTA
792,5 40:5 al8:0/22:5 PE-DPA
762.5 38:6 al6:0/22:6 PE-DHA
746.5 38:6 pl6:0/22:6 pPE-DHA
790.5 40:6 al8:0/22:6 PE-DHA
774.5 40:6 p18:0/22:6 pPE-DHA
788.5 40:7 als:1/22:6 PE-DHA
772.5 40:7 pl8:1/22:6 pPE-DHA
810.5 38:4 18:0/20:4 PS-ARA
810.5 38:4 16:0/22:4 PS-DTA
838.5 40:4 18:0/22:4 PS-DTA
834.5 40:6 18:1/22:5 PS-DPA
834.5 40:6 18:0/22:6 PS-DHA
826.5 36:4 16:0/20:4 PC-ARA
854.5 38:4 18:0/20:4 PC-ARA
852.5 38:5 18:1/20:4 PC-ARA
850.5 38:6 16:0/22:6 PC-DHA
878.5 40:6 18:0/22:6 PC-DHA
876.5 40:7 18:1/22:6 PC-DHA
857.5 36:4 16:0/20:4 PI-ARA
885.5 38:4 18:0/20:4 PI-ARA
883.5 38:5 18:1/20:4 PI-ARA
881.5 38:6 16:0/22:6 PI-DHA
909.5 40:6 18:0/22:6 PI-DHA
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Les espéces PE contenant du DHA représentent environ 50% des espéces PE
identifiées comme contenant de 'ARA, du DHA, du DTA et du DPA dans le cortex et
dans I'hippocampe, avec un taux global de ces espéces PE-DHA plus important chez
les souris « OLE » (51,5% dans le cortex et 53,9% dans I'hippocampe) que chez les
souris « ARA » (47,9% dans le cortex et 48,4% dans lhippocampe) (Figure 45 et
Figure 46). Plusieurs espéces PE contenant du DHA présentent une baisse significative
dans le cortex des souris « ARA » par rapport aux souris « OLE » : les espéces acyl
PE a16:0/22:6 (6,2% et 4,6% des espéces PE mesurées dans les groupes « OLE » et
« ARA » respectivement), a18:0/22:6 (26,1% et 24,3%) et a18:1/22:6 (2% et 1,7%) et
'espéce plasmalogéne PE p16:0/22:6 (3,4% et 4,3%). Ces résultats paraissent faibles
en les exprimant en % de l'aire de I'ensemble des espéces PE analysées, mais en
ramenant ces résultats en % du groupe « OLE » pour chaque espéce, les diminutions
de ces especes PE-DHA vont de 7 a 26%, avec une plus forte diminution pour I'espéce
acyl PE a16:0/22:6 (Figure 45). Dans I'hippocampe, seule I'espéce a18:0/22:6 diminue
chez les souris « ARA » (20,3% des espéces PE globales) par rapport aux souris
« OLE » (17,9%). Les espéces contenant de I'ARA représentent environ 34% des
espéces PE globales. L’ensemble des especes PE-ARA atteignent un pourcentage plus
important dans le cortex des souris « ARA » (34,8% des espéces PE) que dans celui
des souris « OLE » (33%) (Figure 45) mais cette différence n’est pas observée dans
'hippocampe (Figure 46). Les espéces acyl PE a16:0/20:4 et a18:1/20:4 ainsi que
'espéce plasmalogéne PE p18:0/20:4 augmentent dans les cortex des souris « ARA »
(respectivement 3,2%, 2,1% et 6,6%) comparé aux cortex des souris « OLE »
(respectivement 2,8%, 1,8% et 5,1%) (Figure 45). Dans [I'hippocampe, ce sont les
espeéces acyl PE a16:0/20:4 et a18:1/20:4 qui augmentent également chez les souris
« ARA » par rapport aux souris « OLE », mais pas I'espéce plasmalogéne PE
p18:0/20:4 (Figure 46). Les espéces contenant du DTA augmentent également dans le
cortex et I'hippocampe des souris « ARA » comparées aux souris « OLE ». Ces
espéces sont les espéces acyl PE al18:0/22:4, acyl PE a18:1/22:4 et plasmalogéne PE
p16:0/22:4 dans le cortex (Figure 45) et I'espéce acyl PE a18:0/22:4 dans I'hippocampe

(Figure 46). Les espéces contenant du DPA ne varient pas dans le cortex (Figure 45)
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mais I'espéce acyl PE a18:0/22:5 augmente dans I'hippocampe des souris « ARA » par
rapport aux souris « OLE », augmentant ainsi les espéces DPA-PE globales (Figure
46).

Les PS sont également trés riches en DHA puisque l'espéce PS contenant du
DHA (18:0/22:6) représente a elle seule 80 a 90% des espéces PS totales. Cette
espéce diminue dans le cortex et I'hippocampe des souris « ARA » (respectivement
84,6 et 79,1% des PS) par rapport aux souris « OLE » (98,8 et 89,91%). En revanche,
dans le cortex, les taux des espéces 18:0/20:4, 16:0/22:4 et 18:0/22:4 sont plus
importants chez les souris « ARA » que chez les souris « OLE ». Dans I'hippocampe,
seule I'espece PS 18:0/22:4 augmente chez les souris « ARA » (Figure 47). L’ensemble

de ces espéces sont des espéces acyl.
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Figure 45 : Répartition des espéces phosphatidylethanolamine contenant les acides
arachidonique, docosahexaénoique, docosatétraénoique ou docosapentaénoique
dans le cortex des souris aprés les régimes « OLE » ou « ARA »

Les résultats sont exprimés en % des espéces phosphatidylethanolamine et en moyenne + ESM (n=3). Les
différents régimes sont représentés par les histogrammes violets pour le groupe « OLE » et oranges pour le
groupe « ARA». a: acyl; ARA: acide arachidonique; DHA: acide docosahexaénoique; DPA: acide
docosapentaénoique ; DTA : acide docosatétraénoique ; p : plasmalogene. * : p<0,05 ; ** p<0,01, comparaison
entre les régimes « OLE » et « ARA ».
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Figure 46 : Répartition des espéces phosphatidylethanolamine contenant les acides
arachidonique, docosahexaénoique, docosatétraénoique ou docosapentaénoique

dans I’hippocampe des souris aprés les régimes « OLE » ou « ARA »
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Les résultats sont exprimés en % des espéces phosphatidylethanolamine et en moyenne + ESM (n=3). Les
différents régimes sont représentés par les histogrammes violets pour le groupe « OLE » et oranges pour le
groupe « ARA». a: acyl; ARA: acide arachidonique; DHA: acide docosahexaénoique; DPA: acide
docosapentaénoique ; DTA : acide docosatétraénoique ; p : plasmalogéne. * : p<0,05 ; ** p<0,01, comparaison
entre les régimes « OLE » et « ARA ».
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Figure 47 : Répartition des espéces phosphatidylsérine contenant les acides
arachidonique, docosahexaénoique, docosatétraénoique ou docosapentaénoique
dans I’hippocampe et le cortex des souris aprés les régimes « OLE » ou « ARA »

Les résultats sont exprimés en % des especes phosphatidylsérine et en moyenne £ ESM (n=3). Les différents
régimes sont représentés par les histogrammes violets pour le groupe « OLE » et oranges pour le groupe
« ARA ». * : p<0,05 ; ** : p<0,01 ; *** : p<0,001, comparaison entre les régimes « OLE » et « ARA ».
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Les especes PC contiennent majoritairement de I'ARA (75 a 80%). L’espeéce
PC-ARA majoritaire dans le cortex est I'espéce PC 16:0/20:4 (70 a 75% des espéces
PC) tandis que l'espece PC 18:0/20:4 ne représente qu'environ 5% des PC. Ces
espéces sont réparties de fagon équilibrée dans [I'hippocampe : le PC 16:0/20:4
représente 27% des espéces PC et le PC 18:0/20:4 environ 37%. Ces espéces
contenant de I'ARA étant fortement exprimées dans le cerveau, les autres espéces ne
représentent que 10% ou moins des espéces PC. Aucune différence n’a été observée

entre les groupes « OLE » et « ARA » pour les phospholipides de la classe PC

(Figure 48).
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Figure 48 : Répartition des espéces phosphatidylcholine contenant les acides
arachidonique ou docosahexaénoique dans I’hippocampe et le cortex des souris
apres les régimes « OLE » ou « ARA »

Les résultats sont exprimés en % des especes phosphatidylcholine et en moyenne + ESM (n=3). Les différents
régimes sont représentés par les histogrammes violets pour le groupe « OLE » et oranges pour le groupe
« ARA ».

Comme les PC, les Pl contiennent majoritairement de 'ARA (96% dans le cortex
et 98% dans I'hippocampe). L’espéce Pl 18:0/20:4 représente entre 75% et 80% des
especes Pl dans le cortex et I'hippocampe. Les deux autres espéces contenant de

FARA (Pl 16:0/20:4 et 18:1/20:4) représentent environ 10% des PI chacune et les

espéces contenant du DHA sont trés faiblement représentées (moins de 4% dans le
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cortex et moins de 2% dans l'hippocampe). Aucune différence n'a été observée entre
les groupes « OLE » et « ARA » pour les espéces phospholipidiques étudiées de la

classe Pl (Figure 49).
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Figure 49 : Répartition des especes phosphatidylinositol contenant les acides
arachidonique ou docosahexaénoique dans I’hippocampe et le cortex des souris
apres les régimes « OLE » ou « ARA »

Les résultats sont exprimés en % des especes phosphatidylinositol et en moyenne + ESM (n=3). Les différents
régimes sont représentés par les histogrammes violets pour le groupe « OLE » et oranges pour le groupe
« ARA ».

Malgré les faibles variations observées, nous avons pu montrer des différences
significatives entre certaines espéeces phospholipidiques des classes PE et PS dans les
cortex et hippocampes des souris soumises pendant 12 semaines aux régimes « OLE »
ou « ARA ». Des augmentations du pourcentage de certaines espéces w-6 PE et PS
ont été observées avec le régime « ARA » par rapport au régime « OLE » en balance
avec des diminutions du pourcentage de certaines espéces w-3. Si on considére les
espéces qui varient a la fois dans le cortex et I'hippocampe, les espéces acyl PE et PS
a18:0/22:6 diminuent avec le régime « ARA » par rapport au régime « OLE » alors
que les espéces PE acyl a18:1/20:4 et al18:0/22:4 et PS a18:0/22:4 augmentent. On
remarque que l'acide oléique est présent a la fois dans des especes DHA diminuant et

des especes ARA augmentant avec le régime « ARA » par rapport au régime «

151



Résultats

OLE ». Cela signifie que I'apport d’acide oléique au cerveau n’est pas limitant dans ces
variations qui sont indépendantes des apports alimentaires en cet AG. Par ailleurs les
especes DTA varient plus et de facon plus significatives que les espéces ARA dans les
classes PE et PS avec Tlapport en ARA. Ces résultats sur les espéces
phospholipidiques en LCMSMS vont dans le méme sens que ceux obtenus sur les AG
totaux en GC et indiquent I'existence d’'une compétition entre ARA et DTA d’'un cété, et
DHA de lautre pour lincorporation dans les phospholipides PE et PS corticaux et

hippocampiques.

Aprés avoir déterminé que les souris soumises aux régimes alimentaires « OLE
» ou « ARA » pendant 12 semaines présentent une différence de composition lipidique
aussi bien dans des tissus extracérébraux que dans les structures cérébrales, nous
avons étudié les conséquences sur les fonctions cognitives des souris par des tests
comportementaux mesurant les capacités mnésiques a court et long terme et
I'apprentissage des souris en situation de base et aprés administration ICV d’oligoméres

de peptide AB1.42.

5. Impact des régimes et du peptide B-amyloide sur les capacités cognitives

5.1. Analyse de la mémoire spatiale a court terme

Afin d’étudier l'effet d’'un régime enrichi en ARA sur la sensibilité aux oligoméres
du peptide AB, nous avons injecté 500 pmol d’oligoméres solubles du peptide ABi42 par
voie ICV chez la moitié des souris « OLE » et « ARA » (n=20 par groupe). Les autres
souris de chaque groupe de régime ont recu une solution saline du méme volume

(n=19 par groupe). Ces injections ont été réalisées aprés 10 semaines de régime.

Quatre jours apres linjection, la mémoire de travail des souris a été évaluée par
le test comportemental du labyrinthe en Y. Ce test permet de mesurer la mémoire
spatiale a court terme dans un labyrinthe a trois branches. La mémoire de travail des
souris est déterminée par le pourcentage d’alternances spontanées observées pendant

le test.
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Nous n’avons observé aucune différence significative entre les quatre groupes de
souris pour le nombre d’entrées dans les bras du labyrinthe (Figure 50). Cela indique
que les deux régimes alimentaires n’introduisent pas de différence dans les capacités

locomotrices et d’exploration des souris et que ladministration de peptide AB ne les

modifie pas.
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Figure 50 : Capacités locomotrices et d’exploration des souris des groupes « OLE
+ NaCl », « OLE + AB », « ARA + NaCl » et « ARA + AB » mesurées par le nombre
d’entrées dans les bras du labyrinthe en Y

Les résultats sont exprimés en nombre d’entrées et représentés en moyenne + ESM (n=14 a 19). Les différentes
conditions de régimes et injections intracérébroventriculaires sont représentées par les histogrammes bleus
pour le groupe « OLE + NaCl », rouges pour le groupe « OLE + AB », verts pour le groupe « ARA + NaCl » et
roses pour le groupe « ARA + AB ».

Sous régime « OLE », linjection du peptide AR induit une diminution de
l'alternance (55,3%) par rapport aux souris injectées avec la solution saline (70,7%) ce
qui montre que linjection ICV doligoméres du peptide AB induit une altération de la
mémoire spatiale a court terme chez les souris soumises a ce régime durant 12
semaines. En absence d’administration de peptide AB (injection de la solution saline),
les souris sous régime « ARA » ont un pourcentage d’alternance significativement plus
faible que les souris sous régime « OLE » dans les mémes conditions (55,5% sous
régime « ARA » et 70,7% sous régime « controle »). Cette difference indique que ce
régime alimentaire induit une altération de la mémoire spatiale a court terme. Cette
altération est équivalente a laltération induite par Iinjection du peptide AB. Sous régime
« ARA », nous observons une Iégére diminution (non significative) de I'alternance pour

les souris ayant recu une injection intracérébrale de peptide AB (49,9%) par rapport aux
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souris injectées avec la solution saline (53,2%) (Figure 51). Etant donné que la
mémoire spatiale & court terme des souris sous régime « ARA » est déja altérée et
que le pourcentage d’alternance est bas en absence d’administration du peptide AB, le
test utilisé peut ne pas étre assez sensible pour révéler une dégradation supplémentaire

en présence de ce peptide.
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Figure 51 : Mémoire spatiale a court terme des souris « OLE + NaCl », « OLE + AB »,
« ARA + NaCl » et « ARA + AB » mesurée par le pourcentage d’alternances
spontanées réalisées par les souris dans le labyrinthe en Y

Les résultats sont exprimés en % d’alternance et représentés en moyenne + ESM (n=9 a 15). Les différentes
conditions de régimes et injections intracérébroventriculaires sont représentées par les histogrammes bleus
pour le groupe « OLE + NaCl », rouges pour le groupe « OLE + AB », verts pour le groupe « ARA + NaCl » et
roses pour le groupe « ARA + AB ». ¥* : p<0,01 ; *** p<0,001, comparaison au groupe « contréle NaCl ».

5.2. Analyse de l'apprentissage

Le test comportemental de la piscine de Morris est réalisé a partir du troisieme
jour aprés linjection du peptide AB ou de la solution saline. Les jours 3 et 4 sont
consacrés a la phase dhabituation aux conditions aversives du test. La phase
d’apprentissage est réalisée a partir du septiéme jour aprés injection et dure 5 jours.
Durant cette phase d’habituation, le temps darrivée a la plateforme (ou temps de
latence) est mesuré pour chaque souris a chaque passage. Pour les souris injectées
avec la solution saline, nous observons une diminution des temps de latence tout au
long de la phase d'apprentissage (31 a 33 secondes pour le jour 1 et 20 secondes
pour le jour 5) quel que soit le régime alimentaire des souris. Les courbes

d’apprentissage des souris sous régime « OLE » et « ARA » aprées injection de NaCl
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sont superposables, l'excés d’ARA dans [lalimentation n’a donc pas d’impact sur
'apprentissage des souris en condition de base. Les souris sous régime « OLE »
injectées avec le peptide Ap ont également diminué leur temps de latence lors de la
phase d’apprentissage (37 secondes pour le jour 1 et 25 secondes pour le jour 5),
mais seulement a partir du jour 2. La courbe d’apprentissage des souris « OLE + AB »
est décalée vers le haut par rapport aux souris « OLE + NaCl », avec une différence
significative pour les jours 2 a 4. L’injection du peptide AB induit donc une altération de
'apprentissage chez les souris sous régime « OLE ». Chez les souris sous régime
« ARA » injectées avec le peptide AB, nous observons une faible diminution de la
latence (38 secondes pour le jour 1 et 33 secondes pour le jour 5), qui n‘apparait que
le dernier jour d’apprentissage. La courbe « ARA + AB » est significativement différente
de la courbe « ARA + NaCl » tout au long de la phase d’apprentissage et nous
observons également une différence significative entre les groupes « ARA + AB » et
« OLE + AB » pour les jours 4 et 5 (Figure 52). Ainsi 'excés d’ARA amplifie I'altération
de l'apprentissage induite par le peptide AP : l'apprentissage est retardé sous régime
« contrOle », alors que les souris sous régime « ARA » ont perdu leur capacité

d’apprentissage.
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Figure 52 : Apprentissage des souris « OLE + NaCl », « OLE + AB », « ARA + NaCl » et
« ARA + AB » mesuré par le temps de latence pour atteindre la plateforme dans la
piscine de Morris

Les résultats sont exprimés en secondes et représentés en moyenne = ESM (n=10 a 13). Les différentes
conditions de régimes et injections intracérébroventriculaires sont représentées par les courbes bleue pour le
groupe « OLE + NaCl », verte pour le groupe « ARA + NaCl », rouge pour le groupe « OLE + AB » et rose pour le
groupe « ARA + AB ». * : p<0,05, comparaison entre les groupes « OLE + NaCl » et « OLE + AB » ; #: p<0,05 et
##: p<0,01, comparaison entre les groupes « ARA + NaCl» et « ARA + AB»; S: p<0,05 et $S: p<0,01,
comparaison entre les groupes « OLE + AR » et « ARA + AP ».
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5.3. Analyse de la mémoire & long terme

La phase de rétention du test comportemental de la Piscine de Morris permet
d’étudier la mémoire a long terme des souris et est réalisée 14 jours aprés injection,
aprés la phase d’'apprentissage. Différents paramétres sont mesurés pendant cette
phase de rétention, dont le pourcentage de temps passé dans le quadrant cible
(quadrant ou se trouvait la plateforme lors de la phase d’apprentissage) et dans le
quadrant opposé a la plateforme ainsi que le temps de latence pour atteindre le

quadrant cible.

Nous avons observé une diminution significative du pourcentage de temps passé
dans le quadrant cible chez les souris injectées avec le peptide AR (22% sous régime
« OLE » et 17,9% sous régime « ARA ») par rapport aux souris injectées avec la
solution saline (32,9% sous régime « OLE » et 26,7% sous régime « ARA »). A
linverse, le pourcentage de temps passé dans le quadrant opposé augmente de facon
significative chez les souris injectées avec le peptide AB (32%) par rapport aux souris
injectées avec la solution saline (22,4% sous régime « OLE » et 25,9% sous régime
« ARA »). Enfin le temps de latence pour atteindre le quadrant cible augmente de
fagon significative chez les souris injectées avec le peptide AB (19 secondes sous
régime « OLE » et 25 secondes sous régime « ARA ») par rapport aux souris
injectées avec la solution saline (9s) (Figure 53). Ces résultats indiquent une altération

de la mémoire a long terme des souris injectées avec le peptide Ap.

Si 'on compare les groupes de régimes « OLE » et « ARA », les souris sous
régime « ARA » ont tendance a passer moins de temps dans le quadrant cible (26,7%
sans AB et 17,9% avec AB) que les souris sous régime « OLE » (32,9% sans AB et
22% avec AB). A l'inverse, les souris sous régime « ARA » ont tendance a passer plus
de temps dans le quadrant opposé a la plateforme (25,9%) que les souris sous régime
« OLE » (22,4%) avec la solution saline. De la méme fagon, les souris sous régime
« ARA » mettent plus de temps a atteindre le quadrant cible (25 secondes) que les

souris sous régime « OLE » (19 secondes) en présence du peptide AB. Cependant ces
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différences ne sont pas statistiquement significatives et ne nous permettent pas de

conclure quant a l'effet de sur la mémoire a long terme des souris (Figure 53).
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Figure 53 : Mémoire a long terme des souris « OLE + NaCl », « OLE + AB »,
« ARA + NaCl » et « ARA + AB » mesurée par le pourcentage de temps passé par les
souris dans les cadrans cibles et opposés et par la latence pour atteindre le quadrant
cible dans la piscine de Morris

Les résultats sont exprimés en % de temps ou en secondes et représentés en moyenne + ESM (n=8 a 18). Les
différentes conditions de régimes et injections intracérébroventriculaires sont représentées par les
histogrammes bleus pour le groupe « OLE + NaCl », rouges pour le groupe « OLE + AB », verts pour le groupe
« ARA + NaCl » et roses pour le groupe « ARA + AB ». *: p<0,05, comparaison entre les groupes « NaCl » et
« AB ».

L’étude des fonctions cognitives a montré qu'un enrichissement en ARA dans
alimentation altére la mémoire a court terme et augmente la sensibilité des souris au
peptide ApB vis-a-vis de leurs capacités I'apprentissage. Nous avons vu dans la synthése
bibliographique de cette thése que la mémoire et l'apprentissage étaient dus a la
structure et la réorganisation des synapses. Les altérations cognitives induites par 'ARA
et le peptide AB pourraient donc étre la manifestation d’'une altération de la fonction ou
de la formation de synapses. Nous avons étudié linfluence des régimes alimentaires et

de [l'administration ICV d'oligoméres de peptide AB sur I'expression de protéines

impliquées dans la formation et la fonction des synapses, SNAP25 et PSD95 d'une
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part, la famille des AMPA-R d’autre part. Nous allons présenter les résultats de cette
étude dans le paragraphe suivant.
6. Impact des régimes et du peptide B-amyloide sur [expression de protéines
impliquées dans la fonction synaptique

6.1. Analyse des marqueurs pré et postsynaptiques SNAP25 et PSD95

Nous avons mesuré l'expression de protéines synaptiques impliquées dans la
fusion de vésicules synaptiques avec la membrane permettant la transmission de
neurotransmetteurs. La protéine SNAP25 est une protéine présynaptique de la famille
des t-SNARE et PSD95 est une protéine postsynaptique. Ces protéines ont été
mesurées par Western blot et par ELISA dans des membranes enrichies en
synaptosomes préparées a partir des cortex et des hippocampes de souris des

différents groupes d’étude.

Aucune différence n’a été observée dans les synaptosomes d’hippocampe pour
'expression du marqueur présynaptique SNAP25, que ce soit pour les mesures par

Western blot ou par ELISA (Figure 54).
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Figure 54 : Expression protéique du marqueur présynaptique SNAP25 dans les
synaptosomes préparés a partir de I’hippocampe des souris « OLE + NaCl »,
« OLE + AB », « ARA + NaCl » et « ARA + AB » mesurée par Western blot (a gauche) et
par ELISA (a droite)

Les résultats sont exprimés en % du groupe « OLE + NaCl » et représentés en moyenne + ESM (n=3 a 6). Les
différentes conditions de régimes et injections intracérébroventriculaires sont représentées par les
histogrammes bleus pour le groupe « OLE + NaCl », rouges pour le groupe « OLE + AB », verts pour le groupe
« ARA + NaCl » et roses pour le groupe « ARA + A ».
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Aucune différence significative n’a été mesurée dans les membranes enrichies en
synaptosomes des hippocampes des différents groupes de souris pour I'expression
protéique de PSD95. Cependant nous pouvons observer une diminution non significative
de 20% de PSD95 mesuré par Western blot chez les souris « ARA + NaCl » par

rapport aux souris « OLE + NaCl » (Figure 55).
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Figure 55 : Expression protéique du marqueur postsynaptique PSD95 dans les
synaptosomes préparés a partir de I’hippocampe des souris « OLE + NaCl »,
« OLE + AB », « ARA + NaCl » et « ARA + AR » mesurée par Western blot (4 gauche) et
par ELISA (a droite)

Les résultats sont exprimés en % du groupe « OLE + NaCl » et représentés en moyenne = ESM (n=3 a 6). Les
différentes conditions de régimes et injections intracérébroventriculaires sont représentées par les
histogrammes bleus pour le groupe « OLE + NaCl », rouges pour le groupe « OLE + AB », verts pour le groupe
« ARA + NaCl » et roses pour le groupe « ARA + AR ».

Dans les synaptosomes de cortex, nous n’observons pas de différences
d’expression de SNAP25 entre les groupes « OLE + NaCl » et « ARA + NaCl »,
'apport alimentaire plus important en ARA n’a donc pas d’impact sur SNAP25. Bien que
ces différences ne soient pas significatives, nous observons une baisse de I'expression
de SNAP25 en présence d’AB de 17 % pour le régime « OLE » et de 25% pour le
régime « ARA » (Figure 56). L’allure de ces résultats est proche de celle trouvée pour

le pourcentage de temps passé dans le cadrant cible lors de I'analyse de la mémoire a

long terme (Figure 53).
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Figure 56 : Expression protéique du marqueur présynaptique SNAP25 dans le cortex
des souris des groupes « OLE + NaCl », « OLE + AB », « ARA + NaCl » et « ARA + AB »
mesurée par Western blot (a gauche) et par ELISA (a droite)

Les résultats sont exprimés en % du groupe « OLE + NaCl » et représentés en moyenne + ESM (n=3 a 6). Les
différentes conditions de régimes et injections intracérébroventriculaires sont représentées par les
histogrammes bleus pour le groupe « OLE + NaCl », rouges pour le groupe « OLE + AB », verts pour le groupe
« ARA + NaCl » et roses pour le groupe « ARA + AR ».

Nous avons observé une diminution significative de 29% de [Iexpression
protéique de PSD95 dans les synaptosomes de cortex du groupe « ARA + NaCl » par
rapport au groupe « OLE + NaCl », indiquant une altération de cette protéine
postsynaptique induite par le régime enrichi en ARA. Pour le régime « OLE », I'AB
induit une baisse de 20% de PSD95 mais cette diminution n’est pas significative. Pour
le régime « ARA », linjection d’AB n’amplifie pas la diminution de PSD95 par rapport a
la solution saline (Figure 57). Ces résultats peuvent étre rapprochés de ceux trouvés
pour les mesures d’alternance dans I'analyse des capacités de mémoire a court terme
(Figure 51). La variabilitt observée pour les résultats des ELISA ne nous permet pas
de conclure, cependant les tendances observées sont en accord avec les résultats du

Western blot.
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Figure 57 : Expression protéique du marqueur postsynaptique PSD95 dans le cortex
des souris « OLE + NaCl», « OLE + AB », « ARA + NaCl » et « ARA + AB » mesurée par
Western blot (a gauche) et par ELISA (a droite)

Les résultats sont exprimés en % du groupe « OLE + NaCl » et représentés en moyenne + ESM (n=3 a 6). Les
différentes conditions de régimes et injections intracérébroventriculaires sont représentées par les
histogrammes bleus pour le groupe « OLE + NaCl », rouges pour le groupe « OLE + AB », verts pour le groupe
« ARA + NaCl » et roses pour le groupe « ARA + AB ». * : p<0,05, comparaison entre les groupes « OLE + NaCl »
et « ARA + NaCl ».

6.2. Analyse des récepteurs au glutamate

Afin d’étudier la fonctionnalité des synapses, nous avons mesuré par Western
blot I'expression protéique des quatre sous-unités formant les AMPA-R : GLURT1,
GLUR2, GLUR3 et GLUR4. Ces protéines ont été mesurées dans des homogénats de

cortex et hippocampe des souris des différents groupes.

Dans I'hippocampe, nous observons des variations des quatre sous-unités des
AMPA-R dans les deux groupes « ARA » par rapport aux deux groupes « OLE » avec
une diminution trés marquée de [I'expression de ces protéines dans le groupe
« ARA + AB ». En ce qui concerne l'effet des régimes alimentaires sur I'expression des
AMPA-R, on observe une diminution de 33% de l'expression de GLUR2 (Figure 58) et
de 55% de celle de GLUR4 (Figure 59) dans I'hippocampe des souris « ARA + NaCl »

par rapport aux souris « OLE + NaCl ».
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Figure 58 : Expression protéique des sous-unités GLUR1 et GLUR2 du récepteur AMPA
dans I’hippocampe des souris des groupes « OLE + NaCl », « OLE + AB »,
« ARA + NaCl » et « ARA + AB » mesurée par Western blot

Les résultats sont exprimés en % du groupe « OLE + NaCl » et représentés en moyenne + ESM (n=4 a 5). Les
différentes conditions de régimes et injections intracérébroventriculaires sont représentées par les
histogrammes bleus pour le groupe « OLE + NaCl », rouges pour le groupe « OLE + AB », verts pour le groupe
« ARA + NaCl » et roses pour le groupe « ARA + AB ». *: p<0,05, comparaison entre les régimes « OLE » et
« ARA » ; #: p<0,05, comparaison entre les groupes « ARA + NaCl » et « ARA + Af3 ».
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Figure 59 : Expression protéique des sous-unités GLUR3 et GLUR4 du récepteur AMPA
dans I’hippocampe des souris des groupes « OLE + NaCl », « OLE + AB »,
« ARA + NaCl » et « ARA + AB » mesurée par Western blot
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Les résultats sont exprimés en % du groupe « OLE + NaCl » et représentés en moyenne + ESM (n=3 a 6). Les
différentes conditions de régimes et injections intracérébroventriculaires sont représentées par les
histogrammes bleus pour le groupe « OLE + NaCl », rouges pour le groupe « OLE + AB », verts pour le groupe
« ARA + NaCl » et roses pour le groupe « ARA + AB ». *: p<0,05, comparaison entre les régimes « OLE » et
« ARA » ; # : p<0,05, comparaison entre les groupes « ARA + NaCl » et « ARA + Af3 ».
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En ce qui concerne leffet du peptide AR, aucun effet sur I'expression des
AMPA-R n’a été observé dans les hippocampes des souris nourries par le régime
« OLE ». Par contre, chez les souris nourries par le régime « ARA », les oligoméres
de peptide AB induisent une diminution de I'expression de 60% et 55% respectivement
de GLUR1 et GLUR2 (Figure 58), de 45% et de 36% respectivement de GLUR3 et de
GLUR4 (Figure 59). En l'absence deffet du peptide AB dans le contexte du régime
« OLE », si on compare les groupes « OLE + AB » et « ARA + AB », on constate
une diminution d’expression de 80% a 90% sous-unités GLUR1 et GLUR2 (Figure 58),
GLURS3 et GLUR4 (Figure 59).

Dans le cortex, les variations des quatre sous-unitts de AMPA-R dans les
différents groupes de souris étudiés sont plus variables et moins marquées que dans
'hippocampe. Le régime « ARA » diminue de 50% l'expression de la seule sous-unité
GLUR2 (Figure 60). L’administration de peptide AR n’induit pas de diminution
d’expression supplémentaire de cette sous-unité dans le cortex des souris nourries avec
ce régime et n’altére pas l'expression corticale des autres sous-unités AMPA quel que
soit le régime apporté aux souris (Figure 60 et Figure 61). L'expression de GLURT1
diminue de 30% dans le groupe « ARA + AB » par rapport aux autres groupes mais
cette diminution n’est pas significative (Figure 60). De méme, la diminution d’expression
de 40% de GLUR4 dans les groupes « ARA + NaCl » et « ARA + AB » n'est pas

significative (Figure 61).

Nous avons vu dans la synthése bibliographique de cette thése que la MA
comporte une composante inflammatoire. D’autre part, 'ARA est 'AG précurseur de
nombreux médiateurs inflammatoires. Nous avons également vu que certains éléments
de la littérature indiquent qu'un excés d’apports alimentaires en ARA peut majorer une
pathologie inflammatoire chronique. Un état subinflammatoire au niveau cérébral en
rapport avec un méme état en périphérie induit par le régime enrichi en ARA ou par le
peptide AB pourrait participer aux altérations cognitives et synaptiques observées chez
la souris, c’est pourquoi nous avons mesuré les taux de marqueurs de linflammation

aux niveaux peériphérique et central chez les souris des différents groupes.
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Figure 60 : Expression protéique des sous-unités GLUR1 et GLUR2 du récepteur AMPA
dans le cortex des souris des groupes « OLE + NaCl », « OLE + AB », « ARA + NaCl » et
« ARA + AB » mesurée par Western blot

Les résultats sont exprimés en % du groupe « OLE + NaCl » et représentés en moyenne + ESM (n=3 a 6). Les
différentes conditions de régimes et injections intracérébroventriculaires sont représentées par les
histogrammes bleus pour le groupe « OLE + NaCl », rouges pour le groupe « OLE + AB », verts pour le groupe
« ARA + NaCl » et roses pour le groupe « ARA + AB ». *: p<0,05, comparaison entre les régimes « OLE » et
« ARA ».
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Figure 61 : Expression protéique des sous-unités GLUR3 et GLUR4 du récepteur AMPA
dans le cortex des souris des groupes « OLE + NaCl », « OLE + AB », « ARA + NaCl » et
« ARA + AB » mesurée par Western blot

Les résultats sont exprimés en % du groupe « OLE + NaCl » et représentés en moyenne + ESM (n=3 a 6). Les
différentes conditions de régimes et injections intracérébroventriculaires sont représentées par les
histogrammes bleus pour le groupe « OLE + NaCl », rouges pour le groupe « OLE + AB », verts pour le groupe
« ARA + NaCl » et roses pour le groupe « ARA + AB ».
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7. Impact des régimes et du peptide pB-amyloide sur des marqueurs de

linflammation périphérigue et centrale

7.1. Analyse de linflammation périphérique

La mesure des taux plasmatiques de CRP a été utilisée pour évaluer la
présence d'une subinflammation périphérique. Cette mesure a été réalisée par la

méthode ELISA dans le plasma des souris des différents groupes étudiés.

Les souris nourries avec le régime « OLE » ou le régime « ARA » ont présenté
des taux de CRP identiques et dans lintervalle des normales, ce qui indique que
lapport supplémentaire en ARA dans le régime « ARA » n’induit pas une
subinflammation, du moins mise en évidence par la CRP, au niveau périphérique

(Figure 62).
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Figure 62 : Taux plasmatique de la protéine C réactive chez les souris a I'issue des 12
semaines de régimes « OLE » et « ARA »

Les résultats sont représentés en moyenne + ESM (n=16). Les histogrammes violets correspondent a la protéine
C réactive (CRP) plasmatique du groupe « OLE » et les histogrammes oranges correspondent a la CRP
plasmatique du groupe « ARA ».

7.2. Analyse de linflammation cérébrale

Les niveaux d’expression de la protéine acide fibrillaire gliale (GFAP) ont été
mesurés par Western blot dans les homogénats des cortex et des hippocampes des
souris des différents groupes pour étudier I'impact du régime ARA et de l'injection du
peptide AB sur linflammation au niveau cérébral. Les taux d’expression corticale de la
GFAP ne sont modifiés ni par les régimes alimentaires ni par I'administration ICV de

peptide AB. Les niveaux dexpression de la GFAP augmentent de 60% dans
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'hippocampe des souris du groupe « ARA + AB » par rapport aux souris appartenant
au groupe « OLE + AB ». Nous pouvons observer une augmentation non significative
de 36% de la GFAP dans le groupe « ARA + NaCl » par rapport au groupe « OLE +
NaCl ». L’administration ICV d’oligoméres de peptide ApB induit une réaction gliale dans
'hippocampe des souris nourries pendant 12 semaines avec le régime « ARA » alors
que cette réaction n’existe pas chez les souris nourries avec le régime « OLE » (Figure

63).
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Figure 63 : Expression protéique de la GFAP dans le cortex (a gauche) et
I’hippocampe (a droite) des souris des groupes « OLE + NaCl », « OLE + AB », « ARA +
NaCl » et « ARA + AB » mesurée par Western blot
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Les résultats sont exprimés en % du groupe « OLE + NaCl » et représentés en moyenne + ESM (n=3 a 6). Les
différentes conditions de régimes et injections intracérébroventriculaires sont représentées par les
histogrammes bleus pour le groupe « OLE + NaCl », rouges pour le groupe « OLE + AB », verts pour le groupe
« ARA + NaCl » et roses pour le groupe « ARA + AR ». * : p<0,05, comparaison entre les groupes « OLE + AB » et
« ARA + AB ».

Ces différents résultats ont montré qu’'un régime enrichi en ARA pouvait altérer
la mémoire ou augmenter la sensibilit¢ des souris vis-a-vis du peptide AB pour leurs
capacités d’apprentissage. De plus nous avons montré que le régime enrichi en ARA
affectait I'expression de protéines impliquées dans la fonction des synapses au niveau
de l'hippocampe et du cortex. Les modifications des espéces phospholipidiques peuvent

induire des modifications des fonctions membranaires et des interactions avec les

protéines impliquées dans la fonction synaptique. Comme les membranes sont aussi
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des réserves d’AG, ces modifications peuvent également moduler la libération des AG
et la synthése de médiateurs lipidiques. Ainsi une augmentation de I'ARA dans
certaines espéces phospholipidiques pourrait faciliter sa libération par des PLA; et la
synthése consécutive d’eicosanoides, I'ARA et ces eicosanoides pouvant influencer la
fonction synaptique comme nous l'avons vu dans la synthése bibliographique.
L’activation des AG par les acyl-CoA synthétases est indispensable a leur incorporation
dans les phospholipides par la voie de Kennedy (néosynthése) ou a leur réincorporation
dans le cycle de Lands. Dans ce cycle, l'activit¢ de PLA, permet de libérer les AG. Les
ACSL4 et ACSL6 activent préférentiellement 'ARA et le DHA. La cPLA, libére trés
préférentiellement 'ARA et est activée par les oligoméres de peptide AR (Kriem et al.,
2005; Sanchez-Mejia et al, 2008; Desbéne et al, 2012). Afin dévaluer si les
modifications comportementales et d’expression des protéines synaptiques que nous
avons observées pouvaient étre reliées a des modifications du cycle de
libération/réincorporation de I'ARA ou du DHA, nous avons examiné les niveaux

d’expression des enzymes potentiellement impliquées.

8. Impact des régimes et du peptide pB-amyloide sur les enzymes

phospohljpase As cytosolique, acyl-CoA synthétase 4 et acyl-CoA synthétase 6

Nous avons mesuré par Western blot [I'expression de I'enzyme cPLA,,
responsable de la libération de 'ARA. Aucune différence n’est observée dans le cortex
et I'hippocampe des souris entre les quatre groupes « OLE + NaCl », « OLE + AB »,

« ARA + NaCl » et « ARA + AB » pour la cPLA, (Figure 64).
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Figure 64 : Expression protéique de la cPLA; dans le cortex (a gauche) et
I’hippocampe (a droite) des souris « OLE + NaCl », « OLE + AB », « ARA + NaCl » et
« ARA + AB » mesurée par Western blot

Les résultats sont exprimés en % du groupe « OLE + NaCl » et représentés en moyenne + ESM (n=3 a 6). Les
différentes conditions de régimes et injections intracérébroventriculaires sont représentées par les
histogrammes bleus pour le groupe « OLE + NaCl », rouges pour le groupe « OLE + AB », verts pour le groupe
« ARA + NaCl » et roses pour le groupe « ARA + AB ».

Nous avons ensuite mesuré par Western blot I'expression des enzymes ACSL6
et ACSL4, responsables de I'activation du DHA et de I'ARA respectivement. Aucune
difference significative n’est observée dans le cortex et I'hippocampe pour 'ACSL6. Une
baisse non significative de 27% et de 29% d’ACSL6 est tout de méme observée dans
le cortex, respectivement dans les groupes « OLE + AB » et « ARA + NaCl » par
rapport au groupe « OLE + NaCl », et une baisse de 20 % d’ACSL6 est observée
entre les groupes « OLE + AB » et « ARA + AB » (Figure 65). L’expression d’ACSL6
est trés variable d’'un échantillon a l'autre dans les différents groupes de souris. Cette

variabilité interindividuelle ne nous permet pas de conclure quant a l'impact de l'acide

arachidonique et du peptide AB sur I'expression protéique d’ACSL6.

168



Résultats

Cortex Hippocampe
Régime OLE Régime ARA Régime OLE Régime ARA
Nacl AB NaCl AB NaCl AB NacCl AB

C— ————— —  — ACSL6 —
S e -—— e — Btubulme ---—- - ~—--—

2 G 120
O 120 9
3 < 100
100 +
W 5
©g % © o 8
7~ 87w
< o g
g— =1
o 40 ueo 40
;D 20 S5 20
S ©
X o § 0
Nacl Nacl Nacl Nacl
Régime OLE Régime ARA Régime OLE Régime ARA

Figure 65 : Expression protéique d’ACSL6 dans le cortex (a gauche) et I’hippocampe
(a droite) des souris « OLE + NaCl », « OLE + AB », « ARA + NaCl » et « ARA + AB »
mesurée par Western blot

Les résultats sont exprimés en % du groupe « OLE + NaCl » et représentés en moyenne + ESM (n=3 a 6). Les
différentes conditions de régimes et injections intracérébroventriculaires sont représentées par les
histogrammes bleus pour le groupe « OLE + NaCl », rouges pour le groupe « OLE + AB », verts pour le groupe
« ARA + NaCl » et roses pour le groupe « ARA + AB ». * : p<0,05, comparaison entre les groupes « ARA + NaCl »
et « ARA + Af ».

Deux isoformes d’ACSL4 ont été identifiées : une forme ubiquitaire et
une forme neuronale (Cho, 2012). Nous avons mis en évidence l'isoforme de plus
grande taille d’ACSL4 dans une lignée cellulaire neuronale, les cellules HT22 (Figure
66). L’autre isoforme n’étant pas présente dans ces cellules, la comparaison des
Western blots nous a permis de confirmer que l'isoforme de plus grande taille d’ACSL4
correspond bien a la forme neuronale de cette enzyme. Nous les avons quantifiées
séparément. Aucune difference n'a été observée dans le cortex des souris des
différents groupes pour I'expression protéique d’ACSL4. Dans I'hippocampe, nous avons
observé une diminution de 31% de l'isoforme neuronale d’ACSL4 (bande du haut) dans
le groupe « ARA + AB » par rapport au groupe « ARA + NaCl ». Nous observons
également une diminution de 24% de cette isoforme dans le groupe « OLE + AB » par

rapport au groupe « OLE + NaCl » mais cette difféerence n’est pas significative. L’autre

isoforme d’ACSL4 ne varie pas (Figure 66). Ces résultats suggérent que le peptide Ap
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pourrait altérer I'expression protéique d’ACSL4 et que le régime ARA augmente cet

effet.
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Figure 66 : Expression protéique d’ACSL4 dans le cortex (a gauche) et I’hippocampe (a
droite) des souris des « OLE + NaCl », « OLE + AB », « ARA + NaCl » et « ARA + AB »
mesurée par Western blot

Les résultats sont exprimés en % du groupe « OLE + NaCl » et représentés en moyenne + ESM (n=3 a 6). Les
différentes conditions de régimes et injections intracérébroventriculaires sont représentées par les
histogrammes bleus pour le groupe « OLE + NaCl », rouges pour le groupe « OLE + AB », verts pour le groupe
« ARA + NaCl » et roses pour le groupe « ARA + AB ». * : p<0,05, comparaison entre les groupes « ARA + NaCl »
et « ARA + A ».

Nos expériences /n vivo montrent qu’un apport alimentaire en ARA comparé a un
apport en acide oléique, sans modifier les apports en AG saturés et w-3, induit une
sensibilisation aux effets des oligoméres de peptide AB en termes de capacités
cognitives et d’expression de protéines impliquées dans la fonction synaptique mais
aussi en terme d’augmentation d’expression de marqueurs de la neuroinflammation. En
outre, ces expériences suggerent que I'enzyme ACSL4 pourrait étre impliquée dans ces
effets. Enfin, elles indiquent des phénoménes de compétition entre 'ARA, le DTA et le
DHA pour Tlincorporation dans les phospholipides. Le cerveau est un systéme
pluricellulaire complexe. Pour approfondir I'étude des mécanismes sous-tendant les effets

gue nous avons observés in vivo, particulierement I'implication d’ACSL4, nous avons

utilisé un systéme /n vitro, la lignée de neuroblastomes d’hippocampe de souris HT22.
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Il. Roble de lacyl-CoA synthétase 4 dans le développement

des membranes neuronales

A. Introduction

Nous avons vu dans la synthése bibliographique que les capacités cognitives
reposent sur la plasticité synaptique qui est altérée au cours de la MA. La plasticité
synaptique implique une réorganisation du réseau neuronal, la formation de nouvelles
membranes et donc la synthése et/ou le renouvellement des phospholipides
membranaires ainsi que de leur contenu en AGPI, particulierement en ARA et DHA. Ce
renouvellement des phospholipides membranaires dépend de la disponibilité de ces AG
et de l'activité des enzymes de mobilisation des AG. Parmi ces enzymes, les acyl-CoA
synthétases catalysent I'activation des AG libres en acyl-CoA pour leur permettre
d’incorporer différents lipides et notamment les phospholipides membranaires. L’ACSL4
active spécifiquement I'ARA en arachidonoyl-CoA. Dans cette seconde partie de notre
travail, nous avons étudié le réle de 'ACSL4 dans le développement neuronal et dans
lincorporation des AGPI dans les phospholipides membranaires. Cette étude a été
réalisée sur la lignée neuronale HT22 dans laquelle nous avons mis en évidence une

forte expression de 'ACSL4.

B. Développement d’'un modele de différenciation neuronale
1. Description de la lignee HT22

La sous-lignée cellulaire HT22 a été clonée a partir des cellules LT4 qui sont
des cellules neuronales immortalisées a partir de neurones hippocampiques de souris.
Les cellules HT22 ont été utilisées pour étudier différents champs de la biologie
cellulaire en neurosciences comme les phénoménes de stress oxydant, I'excitotoxité au
glutamate et les effets du peptide AB (Choi et al, 2010; Cha et al, 2012; He et al,
2013). Nous avons choisi cette lignée car c'est une lignée murine dorigine
hippocampique, I'hippocampe étant une région cérébrale critique pour beaucoup de
composantes de la mémoire et atteinte en premier dans la MA. Nos résultats obtenus

dans les expériences /in vivo ont mis en évidence des altérations biochimiques
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importantes dans I'hippocampe avec le régime « ARA » et I'administration d’oligoméres
de peptide AB. De plus, il est possible de différencier les cellules HT22 pour étudier la
croissance neuritique qui peut refléter les phénoménes survenant dans le renouvellement

des synapses.

2. Modele de cellules HT22 différenciées

Nous avons mis en place un modéle de différenciation neuronale des cellules
HT22 en s’inspirant d’'un traitement décrit dans la publication de Zhao et al (2012). Ce
traitement contient 50 ng/mL de NGF permettant la croissance neuronale, 100 pM de
dibutyryl cAMP stimulant la protéine kinase dépendante de 'AMP cyclique, 100 pM de
phorbol 12,13-dibutyrate activant la protéine kinase C et du supplément N2 contenant
un cocktail d’hormones. Les cellules HT22 ont été exposées au traitement de

différenciation pendant 24 et 48h (Figure 67).
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Figure 67 : Protocole de différenciation des cellules HT22

Nous avons observé un changement de morphologie des cellules HT22 avec une
apparition de prolongements cellulaires dés 24 heures de traitement, plus prononcés a

48 heures (Figure 68). Ces prolongements sont assimilés a des neurites.
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Témoin 24 heures | 48 heures

Figure 68 : Cellules HT22 avant différenciation (témoin) et aprés 24 et 48 heures de
différenciation (grossissement X100 et X200)

3. Validation du modele de différenciation

3.1. Analyse morphologique : mesure des neurites

Afin de valider le modéele de différenciation des cellules HT22, nous avons
mesuré a l'aide du logiciel Image J la taille des prolongements cellulaires. Une cellule
est considérée comme différenciée lorsqu’elle posséde un ou plusieurs prolongement(s)
cellulaires dont la longueur est égale ou supérieur au diamétre de son corps cellulaire
(Costa et al, 2011). La mesure des neurites nous a permis de calculer plusieurs
paramétres se basant sur la longueur et le hombre de neurites. La longueur totale des
neurites pour chaque cellule est multipliée par 8 aprés 24h et par 10 aprés 48h de
différenciation par rapport aux HT22 non différenciées (temps 0). La longueur moyenne
de la neurite la plus longue par cellule est multipliée par 4,5 aprés 24h et par 6 aprés
48h de différenciation. Ce dernier paramétre montre une différence entre 24h et 48h de
différenciation. Il n’'y a pas ou trés peu de neurites au temps 0. Il y a en moyenne 1,3
neurites par cellule aprés 24h et 1,8 neurites par cellule aprés 48h de traitement de
différenciation. Enfin le pourcentage de cellules avec neurites, et donc de cellules
différenciées, est de moins de 5% au temps 0 alors que plus de 90% des cellules sont

différenciées dés 24h de différenciation. Ces différents résultats nous permettent de
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valider notre modéle de différenciation au niveau morphologique. La plupart des cellules
sont différenciées dés 24h de traitement de différenciation mais cette différenciation est

renforcée apres 48h d’incubation (Figure 69).
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Figure 69 : Etude morphologique des cellules HT22 par la mesure des neurites avant
différenciation et aprés 24 et 48h de différenciation

Les résultats sont représentés en moyenne * ESM (n=3 puits, N=3 répétitions) en fonction du temps. Les
parameétres calculés sont la longueur totale des neurites par cellule (en mm), la longueur de la neurite la plus
longue pour chaque cellule (en mm), le nombre de neurites par cellule et le pourcentage de cellules avec
neurites. Les différentes conditions sont représentées par les histogrammes blancs pour les HT22 avant
différenciation, parmes aprés 24h de différenciation et violets apres 48h de différenciation. ** : p<0,01, *** :
p<0,001, comparaison aux cellules avant différenciation ; # : comparaison entre 24 et 48h de différenciation.

3.2. Marqueur protéique de la différenciation

Nous avons mesuré l'expression de la sous-unité 1 du récepteur au glutamate
NMDA-R car ce récepteur est considéré comme un marqueur de différenciation
neuronale (Asahi et a/, 1998). NMDA-R1 a été mesuré par Western blot sur cellules

non differenciées (avant le traitement de différenciation) et sur cellules différenciées
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(aprées 48h de traitement de différenciation). Aprés 48h de différenciation, I'expression de
NMDA-R1 est presque deux fois plus élevée que dans les cellules avant le traitement
de différenciation (Figure 70). Ce résultat permet de valider le modéle de différenciation

par un marqueur biochimique de différenciation : le NMDA-R1.

Oh 48h
HT22 non différenciées HT22 différenciées

NMDA-RL S S S e e

B-tubuline [ SIS SN S S S

)

(7]
* %
& 200 -
‘0
c
)
S
‘glso-
- =
o ©
1)
< 5
O ¢ 100 - ~
E e
7]
29
=
@ 50 -
(8]
wv
4]
o
X o0 ‘
—
0 48

Temps de différenciation (heures)

Figure 70 : Expression protéique du marqueur de différenciation NMDA-R1 dans les
cellules HT22 non différenciées (avant le traitement de différenciation) et
différenciées (aprés 48h de traitement de différenciation) mesurée par Western
blotFigure 69

Les résultats sont exprimés en % des cellules non différenciées et représentés en moyenne + ESM (n=3 puits,
N=3 répétitions) en fonction du temps. Les différentes conditions sont représentées par les histogrammes
blanc pour les HT22 non différenciées et violet pour les HT22 différenciées. ** : p<0,01, comparaison entre les
HT22 non différenciées et différenciées.

Une fois le modéle de différenciation neuronale validé aux niveaux morphologique

et biochimique, nous avons utilisé ce modele cellulaire pour étudier le role d’ACSL4

dans la différenciation neuronale.
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C. Role de racyl-CoA synthétase 4 dans la difféerenciation neuronale

1. Expression protéique des acyl-CoA synthétases 4 et 6 dans la différenciation

neuronale

La différenciation neuronale est un élément important dans le
neurodéveloppement. Nous avons mesuré par Western blot I'expression d’ACSL4 dans
les HT22 non différenciées et différenciées. Une augmentation de plus de 40% de
'expression protéique d’ACSL4 a été observée dans les cellules différenciées par
rapport aux cellules non différenciées (Figure 71). Ce résultat suggére que I'ACSL4

pourrait avoir un role dans la différenciation neuronale.
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Figure 71 : Expression protéique de I’ACSL4 dans les cellules HT22 non différenciées
(avant le traitement de différenciation) et différenciées (aprés 48h de traitement de
différenciation) mesurée par Western blot

Les résultats sont exprimés en % des cellules non différenciées et représentés en moyenne + ESM (n=3 puits,
N=3 répétitions) en fonction du temps. Les différentes conditions sont représentées par les histogrammes
blanc pour les HT22 non différenciées et violet pour les HT22 différenciées. ** : p<0,01, comparaison entre les
HT22 non différenciées et différenciées.

Nous avons également mesuré par Western blot I'expression d’ACSL6 dans les

HT22 non différenciées et différenci€ées. Une augmentation non significative de 20% de
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'expression protéique d’ACSL6 a été observée dans les cellules différenciées par
rapport aux cellules non différenciées (Figure 72). Cette différence ne permet pas de

suggérer un role de 'ACSL6 dans la différenciation des HT22.
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Figure 72 : Expression protéique de I’ACSL6 dans les cellules HT22 non différenciées
(avant le traitement de différenciation) et différenciées (aprés 48h de traitement de
différenciation) mesurée par Western blot

Les résultats sont exprimés en % des cellules non différenciées et représentés en moyenne + ESM (n=3 puits,
N=3 répétitions) en fonction du temps. Les différentes conditions sont représentées par les histogrammes
blanc pour les HT22 non différenciées et violet pour les HT22 différenciées.

2. Impact d'une diminution de [expression de [lacyl-CoA synthétase 4 sur la

différenciation neuronale

Nous avons diminué I'expression d’ACSL4 pour déterminer le role de cette
enzyme dans la différenciation de la lignée HT22. Les cellules HT22 ont été
transfectées avec des siRNA ciblant FACSL4 complexés avec linterferrin® puis sont
différenciées 24 heures aprés la transfection. La mesure des neurites et I'extraction

protéique sont réalisées aprés 24h de différenciation (Figure 73).
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Figure 73 : Protocole de différenciation des cellules HT22 aprés une sous-expression
d’ACSL4

L’expression protéique d’ACSL4 est mesurée par Western blot pour vérifier le
taux de diminution de [I'expression d’ACSL4 dans les cellules HT22. L’expression
protéique d’ACSL4 diminue de 60% en présence des siRNA ciblant ACSL4, ce qui
permet de valider le protocole de transfection des cellules avec les siRNA (Figure 74).
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Figure 74 : Expression protéique d’ACSL4 dans les cellules HT22 aprés une
transfection avec des siRNA ciblant I’ACSL4

ACSL4 (% des HT22
avec siRNA contro

Les résultats sont exprimés en % des cellules transfectées avec les siRNA contréles et représentés en moyenne
+ ESM (n=3 puits, N=3 répétitions). Les différentes conditions sont représentées par les histogrammes violet
pour les HT22 transfectées avec les siRNA controles et rose pour les HT22 transfectées avec les siRNA ACSL4.
La longueur des neurites a été mesurée dans les cellules transfectées avec les
siRNA ACSL4 et dans les cellules témoins. Le pourcentage de cellules avec neurites a

été mesuré mais aucune différence n’a été observée entre les deux groupes de cellules

(Figure 75). Une sous-expression de 60% d’ACSL4 n’a pas d’influence sur la croissance
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des neurites et donc sur la différenciation des cellules HT22. Bien qu’ACSL4 n’ait pas
d’influence sur la croissance des neurites, un changement d’activité de cette enzyme
pourrait affecter la répartition des AG dans les phospholipides membranaires. Nous
avons par la suite étudié le réle d’ACSL4 dans lincorporation des AGPI dans les
phospholipides membranaires, et plus particulierement lincorporation du DHA et de

'ARA.
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Figure 75 : Pourcentage de cellules HT22 avec neurites aprés une sous-expression de
60% d’ACSL4 et 24h de différenciation

Les résultats sont exprimés en % des cellules transfectées avec les siRNA contréles et représentés en moyenne
+ ESM (n=3 puits, N=3 répétitions). Les différentes conditions sont représentées par les histogrammes violet
pour les HT22 transfectées avec les siRNA controles et rose pour les HT22 transfectées avec les siRNA ACSL4.

D. Réle de l'acyl-coA synthétase 4 dans l'incorporation des acides arachidonique
et docosahexaénoique au sein des phospholipides membranaires
1. Expression protéique des acyl-CoA synthélases 4 et 6 en présence des acides

arachidonigue et docosahexaénoigue

Aprés 24 heures de différenciation, les cellules HT22 différenciées ont été
traitées pendant 24 heures avec 5 pM de DHA ou d’ARA en présence d’albumine
délipidée (Figure 76).
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Figure 76 : Protocole de traitement des HT22 différenciées avec les acides
arachidonique et docosahexaénoique
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Les expressions protéiques d’ACSL4 et d’ACSL6 ont été mesurées par Western
blot dans ces cellules. Le traitement des cellules HT22 avec 5 pM de DHA ne modifie
pas I'expression protéique d’ACSL4. En revanche cette expression augmente de 25% en
présence de 5 pM d’ARA (Figure 77), ce qui suggere l'existence d’'un phénoméne de
régulation positive entre ACSL4 et son substrat 'ARA dans les cellules HT22 alors que
le régime « ARA » induisait une diminution de I'expression de la forme neuronale
d’ACSL4 in vivo.
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Figure 77 : Expression protéique de I’ACSL4 dans les cellules HT22 différenciées
traitées avec 5 uM d’acide arachidonique ou docosahexaénoique mesurée par
Western blot

Les résultats sont exprimés en % des cellules témoins et représentés en moyenne *ESM (n=3 puits,
N=3 répétitions). Les différentes conditions sont représentées par les histogrammes violet pour les HT22 non
traitées (témoins), rouge pour les HT22 traitées avec I'acide arachidonique (ARA) et vert pour les HT22 traitées
avec 'acide docosahexaénoique (DHA). ** : p<0,01, comparaison avec les HT22 traitées avec I'’ARA.

L’expression protéique d’ACSL6 augmente de 40% en présence de 5uM d’ARA et de
50% en présence de 5uM de DHA. La différence en présence de DHA n’est pas
significative car les résultats sont trés variables (Figure 78). Cela suggére I'existence
d’'un phénoméne de régulation positive entre 'ACSL6 et 'ARA dans les cellules HT22.

La variabilité des résultats en présence du DHA ne permet pas de conclure quant a

une régulation positive entre 'ACSL6 et le DHA.
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Figure 78 : Expression protéique de I’ACSL6 dans les cellules HT22 différenciées
traitées avec 5 uM d’acide arachidonique ou docosahexaénoique mesurée par
Western blot

Les résultats sont exprimés en % des cellules témoins et représentés en moyenne *ESM (n=3 puits,
N=3 répétitions). Les différentes conditions sont représentées par les histogrammes violet pour les HT22 non
traitées (témoins), rouge pour les HT22 traitées avec I'acide arachidonique (ARA) et vert pour les HT22 traitées
avec 'acide docosahexaénoique (DHA). * : p<0,05, comparaison avec les HT22 traitées avec I’ARA.

2. Impact de traitements en acides arachidonique et docosahexaénoique sur la

répartition des phospholipides membranaires

La composition et les taux des espéces phospholipidiques des classes PE, PS,
Pl et PC a été analysée par LCMSMS dans les cellules HT22 différenciées transfectées
avec des siRNA controles ou ciblant ACSL4 et traitées avec 5 pM d’ARA ou de DHA
(Figure 79). Nous nous sommes intéressés aux especes phospholipidiques contenant de
FARA ou du DHA. Ces especes ont été identifites par la MS par leur ratio m/z
(nombre de masses / nombre de charges) de méme que dans les expériences in vivo
(Tableau Ill, page 146). De méme que dans les expériences /n vivo, nous avons
calculé la somme des aires de I'ensemble des espéces contenant du DHA, de I'ARA,
du DTA ou du DPA dans la classe de phospholipides considérée (Pl, PC, PS, PE) et

exprimé la proportion de chaque espéce dans la classe par rapport a cette somme.
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Figure 79 : Protocole de traitement des HT22 différenciées avec les acides
arachidonique ou docosahexaénoique aprés une transfection avec des siRNA
contrdles ou ciblant ACSL4

Dans les cellules HT22, les espéces phospholipidiques Pl contiennent
majoritairement de I'ARA. En effet 95% des espéces Pl analysées sont des espéces
contenant de 'ARA. L’espéce la plus importante est le Pl 18:0/20:4 qui représente 85%
des PIl. Aucune difféerence n'a été observée entre les différents traitements et les

différentes transfections pour les espéces Pl (Figure 80).
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Figure 80 : Répartition des especes phosphatidylinositol contenant les acides
arachidonique et docosahexaénoique dans les cellules HT22 transfectées avec des
siRNA controles (a gauche) ou ACLS4 (a droite) et traitées avec 5 uM d’acides
arachidonique ou docosahexaénoique
Les résultats sont exprimés en % des espéces phosphatidylinositol (PI) et en moyenne + ESM (n=3 puits,
N=3 répétitions). Les différents traitements sont représentés par les histogrammes violets pour les HT22 non

traitées (témoins), rouges pour les HT22 traitées avec |'acide arachidonique (ARA) et verts pour les HT22
traitées avec I'acide docosahexaénoique (DHA).
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Les espéces phospholipidiques PS ne différent pas non plus entre les différents
traitements et transfections des cellules HT22. L’espéce majoritaire des PS est I'espéce
PS 18:0/22:6 qui contient du DHA et représente entre 50% et 65% des espéces PS
étudiées (Figure 81).
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Figure 81 : Répartition des espéces phosphatidylsérine contenant les acides
arachidonique et docosahexaénoique dans les cellules HT22 transfectées avec des
siRNA contréles (a gauche) ou ACLS4 (a droite) et traitées avec 5 uM d’acides
arachidonique ou docosahexaénoique

Les résultats sont exprimés en % des espéces phosphatidylsérine (PS) et en moyenne + ESM (n=3 puits,
N=3 répétitions). Les différents traitements sont représentés par les histogrammes violets pour les HT22 non
traitées (témoins), rouges pour les HT22 traitées avec l'acide arachidonique (ARA) et verts pour les HT22
traitées avec I'acide docosahexaénoique (DHA).

Les PC contiennent plus d’ARA (plus de 50% des espéces identifiées) que de
DHA (entre 15 et 45% des espéces identifiées). Nous avons observé des variations en
sens inverse des proportions des especes contenant du DHA et de I'ARA lors des
traitements en AG des cellules transfectées avec les siRNA contrbles. En présence
d’ARA, les especes contenant de I'ARA sont augmentées tandis que les especes

contenant du DHA sont diminuées. A linverse, en présence de DHA, les espéces

contenant de I'ARA diminuent et les especes contenant du DHA augmentent. Nous
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n‘avons pas observé de différence entre les cellules transfectées avec les siRNA

controles et celles transfectées avec les siRNA ACSL4 (Figure 82).
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Figure 82 : Répartition des espéces phosphatidylcholine contenant les acides
arachidonique et docosahexaénoique dans les cellules HT22 transfectées avec des
siRNA controles (a gauche) ou ACLS4 (a droite) et traitées avec 5 puM d’acides
arachidonique ou docosahexaénoique

Les résultats sont exprimés en % des especes phosphatidylcholine (PC) et en moyenne + ESM (n=3 puits,
N=3 répétitions). Les différents traitements sont représentés par les histogrammes violets pour les HT22 non
traitées (témoins), rouges pour les HT22 traitées avec l'acide arachidonique (ARA) et verts pour les HT22
traitées avec I'acide docosahexaénoique (DHA). * : p<0,05, comparaison entre les traitements ARA et DHA.

Les espéces PE contenant de I'ARA, du DHA, du DTA et du DPA sont
particulierement nombreuses et diverses dans les HT22 comme dans les structures
cérébrales, cortex et hippocampe. Elles comportent aussi bien des espéces acyl (2
liasisons esters avec les AG) que plasmalogénes (une liaison ester et une liaison éther).
Le traitement par 'ARA 5 pM des cellules HT22 transfectées par les siRNA contrbles
augmente les espéces ARA acyl a18:1/20:4 et plasmalogene p18:1/20:4 au détriment
des especes contenant du DHA acyl al18:0/22:6 et plasmalogénes p18:0/22:6 et
p18:1/22:6 (Figure 83). Quand ces cellules sont traittes avec du DHA 5 pM, les
proportions des espéces acyl al18:0/22:6 et plasmalogéne p18:0/22:6 et p18:1/22:6

augmentent alors qu’elles baissaient avec le traitement par 'ARA (Figure 83). Ces
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variations des espéces individuelles se traduisent par une diminution globale des
espéces contenant du DHA et une augmentation des espéces contenant de 'ARA avec
le traitement des HT22 par I'ARA et la modification inverse avec le traitement par le

DHA (Figure 83).
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Figure 83 : Répartition des espéces phosphatidylethanolamine contenant les acides
arachidonique ou docosahexaénoique dans les HT22 transfectées avec des siRNA
contrdles et traitées avec 5 uM d’acides arachidonique ou docosahexaénoique

Les résultats sont exprimés en % des espéces phosphatidylethanolamine (PE) et en moyenne + ESM (n=3 puits,
N=3 répétitions). Les différents traitements sont représentés par les histogrammes violets pour les HT22 non
traitées (témoins), rouges pour les HT22 traitées avec l'acide arachidonique (ARA) et verts pour les HT22
traitées avec I'acide docosahexaénoique (DHA). * : p<0,05, ** : p<0,01, comparaison des HT22 témoins avec les
HT22 traitées avec I’ARA ou le DHA ; #: p<0,05, comparaison sous traitement avec I’ARA entre les HT22
transfectées avec les siRNA contrdles et celles transfectées avec les siRNA ACSL4 ; $ : p<0,05, comparaison sous
traitement avec le DHA entre les HT22 transfectées avec les siRNA contrdles et celles transfectées avec les
siRNA ACSL4 (Figure 84).

Aprés transfection des cellules HT22 par les siRNA ciblant ACSL4, la proportion
de l'espece plasmalogéne p18:1/20:4 augmente avec le traitement par 'ARA comme
dans les cellules transfectées avec les siRNA contréles mais il ny a plus
d’augmentation significative de l'espéce a18:1/20:4. Par contre, des augmentations des
taux des espéces plasmalogénes p18:0/20:4 et p16:0/20:4 dépassent le seuil de
significativité (Figure 84). En ce qui concerne les especes contenant du DHA, seule

'espéce plasmalogéne p18:0/22:6 voit sa proportion décroitre avec le traitement par
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'ARA alors que les espéces al18:0/22:6 et p18:1/22:6 ne sont plus affectées (Figure
84). La somme des espéces contenant du DHA en présence d’ARA n’est plus
significativement différente de celle obtenue dans les cellules sans traitement par les
AG (Figure 84Error! Reference source not found.). Aprés traitement par le DHA des
cellules HT22 transfectées par les siRNA ciblant 'ACSL4, on observe les mémes
modifications des espéces al18:0/22:6, p18:0/22:6, p18;1/22:6, a18:0/20:4 et a18:1/20:4
que dans les cellules HT22 transfectées par les siRNA contréles (Figure 84).
Cependant, on observe une augmentation supplémentaire de la proportion de I'espece
p16:0/22:6 (Figure 84).
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Figure 84 : Répartition des espéces phosphatidylethanolamine contenant les acides
arachidonique ou docosahexaénoique dans les HT22 transfectées avec des siRNA
ciblant I’ACSL4 et traitées avec 5 uM d’acides arachidonique ou docosahexaénoique

Les résultats sont exprimés en % des especes phosphatidylethanolamine (PE) et en moyenne + ESM (n=3 puits).
Les différents traitements sont représentés par les histogrammes violets pour les HT22 non traitées (témoins),
rouges pour les HT22 traitées avec I'acide arachidonique (ARA) et verts pour les HT22 traitées avec I'acide
docosahexaénoique (DHA). * : p<0,05, ** : p<0,01, comparaison des HT22 témoins avec les HT22 traitées avec
I’ARA ou le DHA ; #: p<0,05, comparaison sous traitement avec I’ARA entre les HT22 transfectées avec les
siRNA contréles et celles transfectées avec les siRNA ACSL4 ; $ : p<0,05, comparaison sous traitement avec le
DHA entre les HT22 transfectées avec les siRNA controles (Figure 83) et celles transfectées avec les siRNA
ACSL4.

Enfin, quand on compare chaque espéce pour le traitement par 'ARA entre les
cellules transfectées par les siRNA ciblant ACSL4 et celles transfectées par les siRNA

contrdles, on constate une augmentation significative de la proportion de [I'espéce
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p18:0/20:4 dans les cellules transfectées par les siRNA ACSL4. Pour le traitement par
le DHA, on constate une diminution des espéces al18:1/20:4 et al16:0/22:6 dans les
cellules transfectées par les siRNA ACSL4 par rapport aux cellules transfectées par les

siRNA contrbles (Figure 83 et Figure 84).

Ainsi la diminution de [I'expression d’ACSL4 dans les HT22 diminue les
phénoménes de compétition entre 'ARA et le DHA pour lincorporation dans les
phospholipides et déplace [lincorporation d’ARA entre des espéces differentes. Ces
modifications suggérent qu’ACSL4 peut avoir un réle dans les phénomeénes
d’incorporation et de mobilisation de I'ARA et constitue une cible pour réguler cette

mobilisation.
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Chapitre 4 : Discussion

En commencant ce travail, nous affrontions trois enjeux principaux :

1- Est-ce que nos régimes induiraient des modifications lipidiques aussi bien dans
les tissus périphériques qu’au niveau cérébral ?

2- Est-ce que ces modifications des lipides cérébraux se traduiraient par une
altération des capacités cognitives évaluées avec les tests du labyrinthe en Y et
de la piscine de Morris, en situation de base (injection ICV d’une solution saline)
ainsi qu’aprés injection d’oligoméres de peptide AB ? Est-ce que I'administration
des régimes « OLE » et « ARA » se traduirait par une sensibilisation ou une
résistance a la neurotoxicité de ces oligoméres ?

3- Quel(s) pourraient étre les mécanismes sous-tendant les modifications des
capacités cognitives observées en lien avec la plasticité synaptique ou la

neuroinflammation ?

Nous allons discuter ces différents points a partir de nos résultats dans les

paragraphes suivants.

I.  Modifications lipidiques périphériques et centrales par les

régimes « OLE » et « ARA »

A. Positionnement des régimes utilisés dans I'étude par rapport a ceux de la

littérature

Dans de nombreux travaux portant sur les lipides chez I'animal, les régimes
alimentaires étudiés consistent en une supplémentation lipidique par rapport aux régimes
contrdles. C’est notamment le cas des régimes visant a étudier I'effet du DHA ou de
'ARA sur les fonctions physiologiques de [l'animal. L’AG étudié est ajouté a la
composition du régime contréle, ce qui modifie également I'apport lipidique global et la
répartition entre les classes d’AG (Bhatia ef al/, 2011; Hajjar et al, 2012). D’autres
études font varier les AG saturés pour modifier la proportion d’AGPI ou induisent une

déficience en w-3 ou DHA afin détudier l'exces dw-6 dans [Ialimentation
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(Igarashi et al, 2009; Hofacer et al, 2011). Nous avons fait le choix de conserver les
apports lipidiques globaux ainsi que les apports en acides saturés dans nos deux
régimes « OLE », qui sert de régime controle, et « ARA ». De plus les quantités d’w-3
et de DHA n’ont pas été diminuées afin d’étudier spécifiquement un excés en w-6 et
notamment en ARA et non une déficience en w-3. Notre régime « ARA » est
caractérisé par une légére augmentation du précurseur des w-6 et surtout une forte
augmentation du taux d’ARA. Cette augmentation en w-6 est compensée par une
diminution du taux d’acide oléique dans le régime « ARA » par rapport au régime

« OLE ».

Dans ces deux régimes, la proportion de lipides (triglycérides) est légérement
plus élevée que dans les régimes de base, 10% et 25% au lieu de 5% et 15%
respectivement en poids pour 100 g et en proportion de I'apport calorique. lls ne
peuvent pas étre considérés comme des régimes « high fat » pour lesquels les lipides
représentent plus de 20% en poids et 60% de l'apport calorique (Guilford et al, 2011,
Chung et al, 2014). Ce fait est illustré par les courbes de poids des souris au cours
des 12 semaines de régimes ainsi que par les évolutions des triglycéridémies et
cholestérolémies. Ainsi Chung ef al. (2014) ont administré a des souris males C57BL/6N
de quatre semaines un régime comportant 3% d’huile de soja et 20% de saindoux. La
prise de poids de ces souris fut de 21,5 g en 7 semaines contre 14 g pour les souris
soumises au régime contréle (5% d’huile de soja). Les taux plasmatiques de
triglycérides et de cholestérol s’élevérent jusqu’a 1,8 et 2 g/L respectivement. En regard
de ces résultats, la prise de poids de nos souris Balb/C males agées de 8 semaines
au début des expériences fut inférieure a 6 g pour les deux régimes « ARA » et
« OLE » au cours des 10 premiéres semaines, avant les injections ICV. De plus cette
prise de poids et la prise alimentaire ont été identiques pour les deux régimes. La
cholestérolémie des souris est restée inférieure a 1,6 g/L sans différence entre les deux
groupes ni pour le taux a jeun, ni pour le taux en post prandial, ni pour la diminution
entre les conditions post prandial et a jeun. Les triglycéridémies en post prandial et a

jeun sont restées inférieures a 1,2 g/L et 0,8 g/L respectivement. La quantité d’ARA
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présente dans lalimentation n’a donc aucune influence sur la clairance et le taux
plasmatiques de cholestérol. D’aprés nos résultats, un apport alimentaire en ARA dans
l'alimentation diminuerait le taux de triglycérides plasmatiques, ce qui a également été
montré dans la littérature (lkeda et al, 1996; Wielinga et al, 2012). Cette diminution
pourrait également étre due au fait que le taux d’acide oléique est plus faible dans la
composition du régime « ARA » que dans celle du régime « OLE ». En effet le
contenu en triglycérides serait corrélé positivement avec le nombre de doubles liaisons
des AG, qui sont plus nombreuses dans l'acide oléique (w-9) que dans I'ARA (w-6)
(Titov and Lisitsyn, 2006). Cette modification des triglycérides, qu’elle provienne de
FARA ou de lacide oléique, n’est que transitoire puisqu’aucune différence de
triglycéridémie n’a été observée entre les groupes de souris soumises aux deux régimes

aprés 6h de mise a jeun.

Relativement peu d’études ont porté sur les effets d’'une supplémentation ou d’un
enrichissement du régime alimentaire en ARA chez le rongeur. Nous avons veillé a ce
que la composition du régime « ARA » apporte suffisamment d’ARA durant les 12
semaines d’expérimentation et puisse induire des modifications au niveau des lipides
périphériques et centraux sans constituer une situation caricaturale. Notre régime a
apporté 1,15 g d’ARA pour 100 g de nourriture soit, pour une prise alimentaire de
3,47 ¢g/j, un apport quotidien d’'un peu moins de 40 mg pendant 12 semaines alors que
le régime OLE apporte 0,67 mg/j. Cet apport est nettement inférieur a celui de
certaines études allant jusqua 2 g d’ARA pour 100 g de nourriture pendant
20 semaines (Amtul et al, 2012). Cet apport quotidien est dans [lintervalle de ceux
utilisés dans d’autres études entre 30 et 40 mg chez des rats ou des souris
(Okaichi et al, 2005, Fukaya et al, 2007, Maekawa et al, 2010;
Juman et al, 2013). Des études plus récentes se sont basées sur des apports
inférieurs, denviron 0,2 g dARA pour 100 g de nourriture chez la souris
(Tokuda et al., 2014; Harauma et a/, 2015; Hosono et al, 2015; Tateishi et al, 2015).
La pertinence de notre étude sur le plan des apports alimentaires en ARA par rapport a

la situation chez 'homme est difficile & établir dans la mesure ou nous avons trouvé
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peu de données sur les apports alimentaires en ARA chez I'homme dans les pays
développés et qu’ils passent inapercus dans de nombreux aliments. Mann et a/. (1995)
ont indiqué des valeurs se situant entre 0,2 et 1 g par jour dans les régimes
américains et australiens mais ont aussi suggéré que ces chiffres sont surestimés, au

moins en Australie, et se situeraient vers 0,1-0,15 mg par jour.

B. Les acides gras érythrocytaires et hépatiques

L’analyse de la composition des AG des érythrocytes et du foie a montré une
forte concentration en AG saturés, suivie par les AG monoinsaturés et les AGPI de
type w-6. On retrouve peu d’'w-3 au niveau périphérique, le plus présent étant le DHA
qui représente moins de 5% des AG totaux dans les érythrocytes et de 10% des AG
hépatiques. Cette composition en AG est proche de la répartition des AG montrée dans
la littérature chez les rongeurs dans le plasma et le foie (Amusquivar et al, 2000;

Igarashi et al., 2009, 2012).

Si I'on compare les AG saturés présents dans les érythrocytes et le foie des
souris soumises a nos deux régimes, la proportion d’acide stéarique est plus importante
dans le régime « ARA » que dans le régime « OLE » et cette différence est inversée
pour l'acide palmitique. Ces variations se compensent, le régime « ARA » n’a donc pas
d’influence sur la proportion globale d’AG saturés. Il est donc peu probable que les
effets du régime « ARA » sur les profils d’AG soient dus aux variations en AG saturés.
La diminution de l'acide oléique, AG monoinsaturé, dans le régime « ARA » par rapport
au régime « OLE » est principalement due a la diminution d’acide oléique dans la
composition du régime « ARA ». On observe également une faible diminution de I'acide
palmitoléique dans le foie et les érythrocytes des souris sous régime « ARA », qui peut
étre liée a la baisse d’acide palmitique chez ces mémes souris. En effet une partie de
la synthése d’acide palmitoléique provient de la désaturation de l'acide palmitique par la
stearoyl-CoA désaturase 1. Cette enzyme convertit également I'acide stéarique en acide
oléique. Il est aussi possible que l'apport en acide oléique dans le régime « OLE »

induise une disponibilité plus grande de I'enzyme pour I'acide palmitique dans ce régime
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et un peu plus de synthése d’acide palmitoléique par rapport aux souris nourries avec
le régime « ARA ». Cet AG a été associé avec les désordres métaboliques et le risque

cardiovasculaire chez 'homme et la souris (Mozaffarian et a/, 2010; Yang et al, 2011).

En ce qui concerne les AGPI w-6, la proportion d’ARA a presque doublé dans
les érythrocytes et le foie des souris soumises au régime « ARA », ce qui prouve un
enrichissement des membranes cellulaires en ARA. Le taux de DTA augmente aussi
fortement aprés le régime « ARA » par rapport au régime « OLE ». Ce phénoméne
serait di a l'élongation de 'ARA supplémentaire apporté par ce régime puisque le DTA
(C22:4) est un produit d’élongation de 'ARA. En revanche la diminution du précurseur
des w-6, le LA, dans le foie et les érythrocytes des souris aprés le régime « ARA »
par rapport aux souris soumises au régime « OLE » est indépendante de [I'apport
alimentaire en LA étant donné que le taux de LA dans la composition du régime
« ARA » est multiplié par 1,6 par rapport au régime « OLE ». L’ARA semble donc
remplacer le LA dans lincorporation au niveau des lipides. Ce phénomeéne a déja été
observé dans le foie de rats nouveau nés dont les meres ont été nourries avec un
régime enrichi en ARA (Lien et al, 1994) et chez des jeunes rats ayant été nourris
avec des doses élevées d’ARA (Mohrhauer and Holman, 1963). Une diminution de LA
plasmatique a également é&té montrée aprés une administration d’ARA chez I'Homme a
'age adulte (Seyberth et al, 1975). L’augmentation d’ALA dans le foie des souris
soumises au régime « ARA » par rapport aux souris sous régime « OLE » est
également indépendante de I'apport alimentaire puisque le taux d’ALA varie peu dans la
composition des deux régimes. La compétition existante entre les w-3 et les w-6 au
niveau de lactivitté A6-désaturase peut expliquer en premiére analyse ce résultat
(Sprecher et al, 1999). L’excés en LA dans le régime « ARA » limiterait la désaturation
de 'ALA que l'on retrouverait a des taux plus fort au niveau du foie. Cette compétition
au niveau de cette désaturase serait également a l'origine de la diminution de DHA et
EPA dans le foie. Cette diminution de DHA et EPA dans le foie et les érythrocytes des
souris du groupe « ARA » peut également étre due au fait que 'ARA en excés prend

leur place dans les phospholipides des membranes, au moins dans les érythrocytes. Ce

192



Discussion

méme phénoméne de compétition entre les AGPl w-3 et w-6 au niveau des AG
périphériques a été observé précédemment dans la littérature. Un régime enrichi en w-3
ou déficient en w-6 augmente le taux d’w-3 dans les organes et a linverse les w-6
prennent la place des w-3 au niveau périphérique lorsqu’ils sont enrichis dans
lalimentation (Lien et al, 1994; Kulakova ef al, 1999; Igarashi et al, 2009; Kassem et
al, 2012).

C. Les acides gras et phospholipides du systéme nerveux central

De la méme facon quau niveau périphérique, les AG saturés, et notamment
acide palmitique, sont les AG les plus présents dans le cerveau. En revanche le DHA,
qui est peu présent dans le foie et les érythrocytes, est 'AG insaturé le plus présent
dans le cerveau, représentant environ 19% des AG totaux dans I'’hippocampe et le
cortex des souris, suivi par I'ARA et l'acide oléique. Les autres AG sont trés peu
présents dans le cerveau, 'ALA et I'EPA étant méme indétectables par GC. Cette
répartition est similaire a celle décrite dans la littérature (Tian et a/, 2011; Du et

al, 2012).

En terme danalyse des AG totaux, les variations observées au niveau
périphérique sont en partie retrouvées au niveau central mais avec une amplitude plus
réduite en général et avec quelques différences marquantes, notamment dans
'hippocampe. Ainsi l'acide oléique diminue de 10% environ dans le cortex et
'hippocampe des souris soumises au régime « ARA », alors que cette diminution est
d’un tiers dans les érythrocytes. En revanche, la diminution de LA est de 50% dans
I'hippocampe et le cortex ce qui est tout a fait comparable a ce qui a été observé dans
les érythrocytes et non dans le foie ou elle était beaucoup plus réduite. Les deux AGPI
de type w-6 ARA et DTA sont augmentés dans le cerveau des souris sous régime
« ARA » par rapport au régime « OLE », mais seulement de 11% pour I'ARA et de
22-28% pour le DTA dans 'hippocampe et le cortex respectivement, alors que I'ARA et
le DTA étaient respectivement doublé et quadruplé dans les érythrocytes et le foie.

Enfin, si les taux de DHA ont été diminués de 2 & 3 fois dans les érythrocytes et le
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foie, ils sont diminués de 10% dans le cortex et non significativement dans
hippocampe qui est une zone critique pour la mémoire spatio-temporelle et
particulierement affectée dans la MA. Ceci confirme la forte conservation des AGPIl w-3
et w-6 et leur faible taux de renouvellement dans le cerveau (Umhau et a/, 2009;
Green et al, 2010). En outre, ces résultats suggérent que le ftransfert des AG
périphériques au cerveau n’est pas uniqguement un phénoméne de diffusion passive
mais que des mécanismes de régulation active, plus ou moins spécifiques de tel ou tel
type d’AG, doivent exister. Abbott et al. (2012) ont comparé linfluence des apports
alimentaires en AGPI, ARA et DHA, sur leurs taux dans les membranes de différents
organes périphériques et dans le cerveau chez le rat. lls ont montré que si la
composition en ces AGPI des organes refléte celle du régime quand le ratio w-6/w-3 est
supérieur a 10, le régime alimentaire a peu dinfluence quand ce ratio est inférieur a
10. Nos régimes « OLE » et « ARA » présentent des ratios w-6/w-3 de 2 et 5
respectivement. Nous avons analysé les espéces phospholipidiques contenant de 'ARA
ou du DHA pour étudier si nous pouvions détecter des phénomenes de compétition
entre le DHA et 'ARA dans les cerveaux des souris soumises aux deux régimes

« OLE » et « ARA ».

Grace a ces analyses en LCMSMS, nous avons pu observer dans I'hippocampe
et le cortex des souris que 'ARA était particulierement présent dans la classe des PI,
ce qui a déja été observé (Novak et al, 2008). L'espéce Pl majoritaire est I'espéce
18:0/20:4. L’ARA est également trés présent dans les espéces PC. Les deux classes de
phospholipides Pl et PC n’ont pas été modifiées par le régime « ARA » par rapport au
régime « OLE ». Comme décrit dans la littérature, le DHA se trouve majoritairement
dans les espéces PS et PE (Novak et al, 2008), et notamment dans les especes PS
et PE 18:0/22:6. Les espéces PS w-6 sont toutes augmentées dans le cortex (et une
seule espéce dans [I'hippocampe, PS 18:0/22:4) des souris soumises au régime
« ARA » par rapport au régime « OLE » tandis que I'espéce PS w-3 est diminuée. Le
méme phénomeéne est observé dans les espéces PE : certaines espéces PE w-6 sont

augmentées dans le cerveau des souris aprés le régime « ARA » tandis que les
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especes PE w-3 diminuent. La compétition entre les w-6 et les w-3 observée dans
'analyse globale des AG membranaires est donc retrouvée plus précisément dans les
especes PS et PE. Il a été montré dans la littérature qu’'un régime enrichi en w-3
donné a des rates gestantes induisait chez les nouveaux nés une augmentation du
DHA dans les PE et PS des cellules gliales (Destaillats et al, 2010). Ainsi les
perturbations d’AGPI dans le cerveau induites par une variation entre les w-6 et les w-3
dans l'alimentation toucheraient spécifiquement les classes PE et PS et non les deux
autres classes de phospholipides. Pour la classe des PE dans I'hippocampe, nous
avons observé une augmentation de quatre espéces acyl (a18:1/20:4 ; a16:0/20:4 ;
a18:0/22:4 ; al18:0/22:5) et la diminution de I'espéce al18:0/22:6 chez les souris
soumises au régime « ARA » par rapport a celles nourries avec le régime « OLE ». Si
on observe les especes PE variant a la fois dans I'hippocampe et le cortex, on retrouve
dans les deux structures une augmentation des espéces al18:1/20:4 et al18:0/22:4 au
détriment de l'espéce a18:0/22:6. Nous n’avons pas observé de modifications des
espéces plasmalogénes. Ces résultats confirment la compétition entre le DHA et 'ARA

au niveau de leur incorporation dans les phospholipides, et hotamment dans les PE.

D. Réle de l'acyl-CoA synthétase 4 dans lincorporation du DHA et de 'ARA

dans les phospholipides neuronaux

D’aprés la littérature, les acyl-CoA synthétases jouent un réle important dans
l'activation des AG et donc dans leur incorporation dans les membranes. Les enzymes
responsables de I'activation de 'ARA et du DHA, respectivement 'ACSL4 et 'ACSL6,
peuvent étre a l'origine des déséquilibres w-6/w-3 retrouvés au niveau du cerveau et
ayant pour origine un déséquilibre dans [lalimentation. L’ACSL4 ayant montré une
préférence plus marquée pour 'ARA (Kang et al, 1997; Cho et al, 2000), nous avons
choisi d’étudier plus spécifiguement son role dans la mobilisation des AGPI dans une
lignée de neuroblastome que nous avons différenciée. Nous avons retrouvé des
variations des especes PE dans les HT22 avec une supplémentation en ARA ou en
DHA. En revanche les espéces PS ne varient pas, et les espéces PC sont modifiées

en présence de DHA et dARA. De la méme fagcon que dans I'hippocampe et le cortex
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des souris, un traitement en ARA enrichit des espéces contenant de I'ARA et diminue
des especes contenant du DHA pour la classe PE. Le phénoméne est inversé en
présence de DHA pour les classes PE et PC. Une sous-expression de 60% de 'ACSL4
diminue les phénoménes de compétition entre 'ARA et le DHA pour lincorporation dans
certaines espéces de phospholipides et déplace l'incorporation d’ARA entre des espéces
différentes de PE. En revanche, ces espéces sont différentes des espéces observées in
vivo et comportent aussi bien des espéces plasmalogénes (p18:0/20:4, p18:1/20:4)
gu’acyl (a18:0/20:4). Dans un modéle de fibroblastes, les cellules COS, il a ét¢é montré
que les différentes isoformes d’ACSL4, et non 'ACSL1, augmentent préférentiellement le
taux de Pl synthétisées en présence d’AG exogénes (Kich et al, 2014). Ces
modifications suggerent qu’ACSL4 peut avoir un rbéle dans les phénomenes
d’incorporation et de mobilisation des AGPI et notamment de 'ARA. En revanche, bien
que l'expression d’ACSL4 augmente avec la différenciation des HT22, contrairement a
celle d’ACSLS6, linhibition de son expression par des siRNA, ne modifie pas le nombre
et la longueur des neurites. Une confirmation du réle d’ACSL4 relativement & d’autres
ACSL dans lincorporation neuronale d’ARA par rapport a celle du DHA nécessiterait
d’autres expériences /n vitro en modifiant I'expression exogéne et endogéne de ces
protéines ainsi que [l'utilisation de souris ou I'expression si possible neuronale-spécifique

d’ACLS4 serait invalidée. Ce dernier modéle n’est pas disponible actuellement.

En résumé de cette premiére série de résultats d’analyses lipidiques, nous avons
confirmé qu’'un régime représentant un apport modéré en ARA pendant 12 semaines
modifie profondément la composition en AG en périphérie, de fagon plus modérée au
niveau du cortex et de I'hippocampe et s’accompagne d’'une compétition de 'ARA et du

DHA pour lincorporation dans les phospholipides membranaires cérébraux.

Il. Acide arachidonique et altérations des fonctions mnésiques

Le modele que nous avons utilisé, basé sur une injection ICV unique de
500 pmoles d'oligoméres de peptide AB, se traduit par une diminution des capacités

mnésiques a court terme évalué par le test du labyrinthe en Y, de I'apprentissage et de
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la mémoire a long terme évalués par le test de la piscine de Morris (Youssef et
al.,, 2008). En ce qui concerne la mémoire a court terme et le test du labyrinthe en Y,
nous avons observé avec le régime « OLE » une chute du pourcentage d’alternance de
70% a 55% quand les souris ont recu une injection d’oligoméres de peptide AB par
rapport a celles qui ont regu une injection de solution saline. Ces chiffres rejoignent
ceux de [l'étude antérieurement menée (Desbéne et al, 2012) sur la méme lignée
Balb/C selon le méme protocole expérimental a I'exception du régime alimentaire qui
était un régime standard avec 5% de lipides et peu dAGPI w-3 ou w-6 (Figure 31). Le
pourcentage moyen d’alternance que nous avons mesuré en condition contréle (injection
saline) est légerement supérieur a celui observé dans cette étude antérieure (70%
contre 65%). Aprés linjection saline, les souris nourries avec le régime « ARA »
présentent une altération de la mémoire a court terme équivalente a l'altération induite
par le peptide AB aprés le régime « OLE ». L'injection d’oligoméres de peptide AB ne
provoque pas une chute supplémentaire du pourcentage d’alternance mais la valeur
obtenue de 55% est déja proche de laléatoire et il est possible que ce test ne
permette pas de mettre en évidence une dégradation supplémentaire. L’autre possibilité,
qui est équivalente, est que la mémoire a court terme de ces souris nourries avec le
régime « ARA » est déja trop dégradée pour que le peptide AB ne puisse amplifier la
dégradation. En ce qui concerne la mémoire a long terme et I'apprentissage, nous
n‘avons pas constaté d’altération de ces capacités avec le régime ARA par rapport au
régime « OLE » dans les conditions basales (injection saline). Les souris nourries avec
le régime « OLE » ont une diminution des capacités d’apprentissage et présentent un
temps de latence plus long pour atteindre le quadrant cible aprés injection d’oligomeres
de peptide AB. Mais ces souris conservent des capacités d’apprentissage méme aprés
cette injection délétére, ce qui est comparable a ce qui avait été observé dans I'étude
antérieure (Desbéne et al, 2012). En revanche, les souris nourries avec le régime
« ARA » présentent des capacités d’apprentissage quasi nulles et un temps de latence
encore augmenté aprés injection ICV doligoméres de peptide AB. Ceci traduit une
sensibilisation de ces souris, ayant recu le régime « ARA » pendant 10 semaines avant

linjection, aux effets déléteres du peptide AB pour les capacités cognitives.
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Cette influence d’'un régime alimentaire apportant des quantités modérées d’ARA
sur une durée relativement courte sur la mémoire a court ou a long terme n’a guére
été rapportée antérieurement dans la littérature. Okaichi et al (2005) ont montré un
effet favorable d’une supplémentation en ARA dans le test de la piscine de Morris en
condition de base mais ils ont utilisé des rats agés de 79 semaines. Ce résultat est a
mettre en rapport avec I'étude de McGahon ef al. (1997) qui a montré une modification
de la LTP avec un régime enrichi en ARA et LA chez des rats a4gés qui présentaient
une diminution des taux d’ARA cérébraux. Wainwright et al/ (1997) n’ont observé
aucune modification des capacités d’apprentissage et de mémoire & long terme chez
des souriceaux dont les meéres avaient été nourries avec trois régimes présentant
respectivement un ratio w-6/w-3 de 0,32 (bas), 4 (moyen) et 49 (élevé). Une étude
récente a mis en évidence qu'une administration orale d’ARA induisait une altération
des fonctions cognitives liées a la coordination motrice chez la souris (Harauma et al.,
2015), ce que nous n’avons pas retrouvé dans notre étude. Mais l'effet néfaste d’un
régime enrichi en ARA sur la mémoire a court terme n’a pas été décrit dans la
littérature jusqu’a présent. En ce qui concerne les relations entre un apport d’ARA et le
réle du peptide AB, quelques rares études ont rapporté une augmentation de la
production et des dépébts de ce peptide dans des souris modeéles transgéniques de la
MA (Amtul et al, 2011, 2012) bien que des résultats inverses aient été récemment
rapportés dans des souris Tg2776 agées de 17 mois (Hosono et al, 2015). Mais
aucune étude n'a été consacrée a la sensibilisation aux effets des oligomeéres de
peptide AB sur les capacités cognitives qui sont spécifiquement évaluées par le modele

d’injection ICV que nous avons utilisé.

Nous avons donc répondu au deuxieme enjeu de notre travail sur le
retentissement d'un régime alimentaire enrichi en ARA et de la modification de la
composition en AGPI| des structures cérébrales sur les capacités mnésiques. Nous
allons ci-dessous discuter de ce qui peut étre dit a partir de nos résultats sur les

mécanismes cellulaires et biochimiques sous tendant les altérations observées.
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lll. Acide arachidonique, neuroinflammation et fonction

synaptique

A. Acide arachidonique et neuroinflammation

Dans notre synthése bibliographique, nous avons vu que certaines études avaient
indiqué que l'augmentation de précurseurs w-6 ou d’ARA lui-méme dans I'alimentation
pouvait se traduire par une augmentation de production des dérivés pro-inflammatoires
de 'ARA. D’autres études ont infirmé cette hypothése et cette question est fortement
débattue actuellement dans les mondes de la lipidologie, de la nutrition et de la santé
publique. Nous avons donc recherché si notre régime « ARA » induisait une
inflammation périphérique et/ou cérébrale. La mesure des taux de CRP dans le plasma
des souris n’a pas mis en évidence d’état inflammatoire chronique. Cependant nous ne
pouvons exclure l'existence d’'un état subinflammatoire a bas bruit qui ne pourrait étre
détecté que par une mesure des cytokines pro-inflammatoires et de leurs transcripts en

RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) quantitative.

Alors que les souris nourries avec le régime « OLE » ne présentent pas de
prolifération gliale aprés injection ICV d’oligoméres de peptide ApB, conformément a ce
qui avait été trouvé antérieurement pour les souris Balb/C nourries avec un régime
standard (Desbéne et a/, 2012), nous avons observé une augmentation de 40% de
'expression de la GFAP dans [I'hippocampe des souris nourries avec le régime
« ARA » aprés injection du peptide AB. L’administration du régime ARA induirait donc
une sensibilisation aux effets pro-inflammatoires de ce peptide neurotoxique. Il n’est pas
exclu que la neuroinflammation participe aux altérations des capacités mnésiques a long
terme que nous avons observées. Ainsi, la neuroinflammation diminue les capacités
cognitives des souris modéles PDAPP avant la formation de dépdét amyloide (Beauquis
et al, 2014). Des expériences complémentaires, notamment I'examen du statut des
cellules microgliales, seraient nécessaires pour compléter cette analyse de la

neuroinflammation et de son rbéle dans l'influence de I'ARA.
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B. Acide arachidonique et fonction synaptique

Dans les études antérieures du laboratoire ayant utilisé le modéle d’injection ICV
d'oligoméres de peptide AR (Youssef et al, 2008; Garcia et al, 2010;
Desbéne ef al, 2012), des diminutions importantes de I'expression des marqueurs
synaptiques PSD95 et SNAP25 ont été observées dans I'hippocampe, aprés injection de
ce peptide et soumission des souris aux tests cognitifs incluant celui de la piscine de
Morris et ont été reliées a une baisse de la synaptogenése. Dans cette étude nous
n‘avons pas observé ces diminutions, quelque soit le régime apporté aux souris, malgré
I'utilisation de deux techniques de mesure différentes, Western blot et ELISA, et que ce
soit dans des préparations de neurosynaptosomes ou sur les homogénats cellulaires.
Nous avons cependant observé une diminution d’expression de la protéine
postsynaptique PSD95 dans le cortex des souris soumises au régime « ARA ». Une
étude a montré une diminution de ce marqueur postsynaptique dans un modéle
d’'inflammation associée a I'ARA et induite par des lipopolysaccharides (Kellom et al,
2012). Cette altération de PSD95 pourrait donc étre due a linflammation induite par le
régime « ARA ». Il faut noter que les régimes « OLE » et « ARA » contiennent plus
de précurseur ALA que les régimes standards utilisés dans les études antérieurs. Ces
apports sont bien supérieurs aux apports minimum connus pour les rongeurs. Les taux
globaux de DHA dans lhippocampe n’ont pas été abaissés par les deux régimes
utilisés. Dans les érythrocytes, le taux de DHA est plus élevé avec le régime « OLE »
gu'avec le régime standard. Il est possible que ces apports en ALA et la production
consécutive de DHA ait protégé en partie la synaptogenése sans supprimer les
altérations des capacités cognitives. Par ailleurs les deux régimes contiennent aussi plus
d’acide oléique que le régime standard habituellement donné aux souris. L'analyse des
érythrocytes des souris avant I'étude, donc nourries avec le régime standard, montre
que le taux d’acide oléique avec le régime standard est inférieur au taux d’acide
oléique aprés 12 semaines de régimes « OLE » ou « ARA ». Lors du développement
cérébral chez le rat, un apport en acide oléique augmente I'expression de PSD95 et

induit la formation de synapses (Polo-Hernandez et al, 2014). L’augmentation d’acide

200



Discussion

oléique dans la composition des deux régimes « OLE » et « ARA », et surtout dans le
régime « OLE », par rapport au régime standard habituellement utilisé au laboratoire
pourrait donc expliquer le fait que nous n’avons pas trouvé d’altération des marqueurs

synaptiques dans I'hippocampe apres l'injection des oligoméres du peptide ApB.

Aprés l'injection de peptide AB, une forte altération des quatre sous-unités du
AMPA-R (GLUR1 a 4) a été observée dans les homogénats d’hippocampe des souris
sous régime « ARA ». Une altération des sous-unités GLUR2 et 4, moins marquée, est
€galement observée avec le régime « ARA » lorsque les souris sont injectées avec la
solution saline. Dans le cortex, seule la sous-unitt GLURZ2 est altérée par le régime
« ARA ». La MA est associée a une altération du trafic intracellulaire et a la
signalisation des AMPA-R (Keifer and Zheng, 2010). Certaines études ont établi une
relation entre ces modifications et I'ARA ou [lactivitt de 1la cPLA,. Ainsi
Sanchez-Mejia et al. (2008) décrivirent une augmentation de I'expression de GLUR1 a
la surface de cultures primaires de neurones exposées au peptide AB. Cette
augmentation a été supprimée par le prétraitement avec un inhibiteur de la cPLA, et
induite par l'administration d’ARA exogéne. Miller et a/. (2014) ont plus récemment
décrit un effet inverse : le peptide AB induirait linternalisation de GIuR1 en activant
'activité¢ phosphatase de la calcineurine qui cible la sérine 845 de GIuR1 en présence
de la protéine tau. En ce qui concerne GLURZ2, I'activation de la cPLA, entraine son
internalisation dans les cellules de Purkinje (Mashimo et al, 2008). Peu d’articles ont
décrit un effet du peptide AB sur I'expression des AMPA-R, en termes de taux d’ARN
ou de protéine. Aucune étude n’a rapporté un lien entre 'ARA, la cPLA, et I'expression
de ces récepteurs et nos résultats sont donc originaux en ce sens. L’expression
neuronale des AMPA-R GLUR1 et GLUR2 est associée a I'arborisation dendritique, a la
fonction synaptique et aux capacités cognitives bien que celles-ci puissent étre
conservées en grosse partie malgré une réduction importante de [I'expression des
AMPA-R (Yoon et al., 2012; Pandey et al., 2015; Schroeter et al, 2015). Les niveaux
d’expression des AMPA-R peuvent étre régulés a plusieurs niveaux. Quelques études

ont décrit l'implication de certaines espéces de micro-ARN (Letellier et al, 2014; Hu et
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al., 2015; Olde Loohuis et al, 2015) et d’autres ont établi I'importance des phénomeénes
d’'ubiquinylation dans la régulation de la dégradation des protéines AMPA et leur
destinée intraneuronale (Lin et al, 2011; Lussier et al, 2011; Huo et al, 2015;
Widagdo et a/, 2015). En l'absence de données sur le mécanisme d’action d’ARA ou
de ses dérivés sur lI'expression de ces récepteurs, des travaux supplémentaires seront

nécessaires pour élucider ces mécanismes potentiels.

L’ampleur des diminutions d’expression des AMPA-R que nous avons observées
dans I'’hippocampe des souris nourries avec le régime « ARA » et le role de ces
récepteurs dans la fonction synaptique nous ameénent a penser qu'elles sont a la source

de I'essentiel des altérations cognitives que nous avons par ailleurs mesurées.

C. Action(s) de l'acide arachidonique : implication du cycle de Lands ?

Nous avons vu dans notre synthése bibliographique que I'acide arachidonique
libéré des phospholipides membranaires intervenait dans la fonction synaptique en tant
que messager rétrograde. Par ailleurs, aprés sa libération, I'acide arachidonique peut
étre converti en de nombreux eicosanoides qui sont impliqués dans les fonctions
neuronales et la neuroinflammation. Nous savons par les travaux antérieurs du
laboratoire et d’autres équipes que la cPLA, est activée par les oligomeres de peptides
AB dans les cultures primaires neuronales aussi bien qu’in vivo (Kriem et al, 2005;
Sanchez-Mejia et al, 2008; Desbéne et al, 2012). Les acyl-CoA synthétases, activant
'ARA en arachidonoyl-CoA, favoriseraient sa réincorporation et diminueraient les taux
intracellulaires d’ARA non estérifié. Puisque I'ARA est un substrat préférentiel de
ACLS4, nous avons examiné l'expression de cette enzyme dans les cortex et
hippocampes des souris nourries avec les régimes « ARA » et « OLE » aprés injection
ICV de solution saline ou doligoméres de peptide AB. Nous avons observé une
diminution de l'expression de la forme neuronale d’ACSL4 dans les hippocampes des
souris nourries avec le régime « ARA » sans modification de I'expression de la forme
ubiquitaire. ACLS4 présente en effet une isoforme d’expression spécifiquement neuronale
contenant 41 acides aminés N-terminaux en plus par rapport a lisoforme ubiquitaire
(Cho, 2012). Il semble donc que les oligoméres de peptide AR induiraient dans les
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neurones une diminution de I'expression d’ACSL4 en plus d’une activation de la cPLA,,
ce qui conduirait @ une inhibition du cycle de Lands et une augmentation des taux
intracellulaires d’ARA non estérifi€ dans le contexte d’'un régime alimentaire riche en

ARA.

En revanche l'expression d’ACSL4 n’est pas modifiée aprés administration du
régime « ARA » et une injection ICV d’'une solution saline. On peut donc supposer que
le régime « ARA » ne diminue pas par lui-méme [Iexpression d’ACSL4 et les
possibilités d’incorporation d’ARA dans les phospholipides neuronaux. Ceci est cohérent
avec l'observation que l'administration d’ARA ne diminue pas I'expression d’ACSL4 dans
les cellules HT22 et I'augmente méme légérement. La régulation de I'expression du
geéne ACSL4 est mal connue surtout dans les cellules cérébrales. De fagcon intéressante,
limplication du facteur de transcription PPARB/® a été décrite dans une publication
récente (Kan et al, 2015). Ce facteur comme les autres membres de la famille PPAR
peut étre activé par les AG, y compris I'ARA et certains de ses dérivés (Shureiqi
et al., 2003; Zuo et al., 2006; Mochizuki et al, 2008). La détermination du réle d’ACSL4
dans la mobilisation de 'ARA et la réponse aux oligoméres de peptide AB bénéficierait
d’expériences ou son expression /n vivo pourrait étre modifiée. En [I'absence de
disponibilitt¢ d’'une lignée murine transgénique offrant cette possibilité, nous avons tenté
de diminuer lI'expression d’ACSL4 /n vivo avec des siRNA modifiés de type Accell
(Dharmacon™). Malheureusement, les essais préliminaires n’ont pas mis en évidence de

modification de I'expression d’ACSL4.
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Conclusion et perspectives

L’augmentation de l'espérance de vie au cours des 50 dernieres années a fait
apparaitre des pathologies liées au vieillissement, comme la MA qui constitue désormais
un des problemes majeurs de santé publique au niveau mondial. Une grande partie de
la recherche médicale est consacrée & I'étude de cette pathologie neurodégénérative et
a ['élaboration de stratégies préventives ou thérapeutiques pour faire reculer son
développement. Les mécanismes cellulaires et moléculaires de la MA trés complexes
entrent en jeu, progressent et provoquent silencieusement des dysfonctionnements et
destructions dans le cerveau bien avant que le diagnostic puisse étre établi. Les
fonctions cérébrales sont déja trés altérées lors de I'apparition des symptébmes et leur
évolution varie d'un individu a [lautre. C’est probablement une des raisons pour
lesquelles les essais thérapeutiques avec des molécules nouvelles ont échoué jusqu’a
maintenant. On ne sait pas ce qui, chez un individu a un certain age, va amener une
suraccumulation intraneuronale puis intracérébrale  de peptide  AB, une
hyperphosphorylation de la protéine tau et les autres dysfonctionnements neuronaux et
synaptiques qui ont été observés dans les trés nombreux travaux consacrés a cette
maladie depuis plus de vingt ans. On ne connait pas le ou les événements initiateurs
qui aménent aux premiéres dysrégulations de la signalisation intraneuronale qui elles-
mémes aboutissent dans les étapes finales aux signes histologiques pathognomoniques
de la MA qui sont les plaques amyloides et les dégénérescences neurofibrillaires.
Connaitre ces événements initiaux permettrait de mieux cerner les facteurs de risque

modifiables et de retarder ou prévenir cette évolution.

Parmi les facteurs de risque modifiables proposés pour la MA, plusieurs études
ont montré une implication des AGPI. Ces travaux ont été centrés sur les AGPI de type
w-3 et notamment le DHA, AG quantitativement majeur dans le cerveau et mineur dans
les apports alimentaires. Mais leur bénéfice sous forme d’'une supplémentation n’a pas
été prouvé chez les patients atteints par la MA bien que des effets positifs aient été

observés chez les individus dans la phase prodromale. L’'une des explications de la
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contradiction existant entre les résultats expérimentaux sur les modéles animaux
largement en faveur d’effets neuroprotecteurs et cet échec des essais chez I'homme est
gu’il n'est pas possible de considérer le réle d’'un AG isolé sans prendre en compte le
fait qu’il est apporté dans un bol alimentaire au milieu des autres AG, en particulier les
AGPl w-6. L’alimentation humaine, notamment dans les pays occidentaux, est
caractérisée par un taux d’AGPI de type w-6 largement plus élevé que le taux d'w-3.
Dans le cerveau, 'ARA est 'AGPI de type w-6 le plus abondant et intervient dans la
plasticité synaptique et la neuroinflammation. Il est libéré des membranes par la cPLA,,
enzyme activée dans la MA. Alors méme qu’il constitue avec ses précurseurs une partie
croissante du bol alimentaire occidental, qu’avec ses précurseurs il peut entrer en
compétition non seulement au niveau des désaturases mais aussi des protéines et
enzymes assurant le transport des AG dans l'organisme et leur incorporation dans les
triglycérides et phospholipides, qu’il agit a plusieurs niveaux dans le cerveau, et que
son implication dans la réponse aux oligoméres de peptide AB a été démontrée, il n'y
pas eu d’études sur son influence en tant que nutriment sur le processus de la MA.
Des apports alimentaires en excés d’ARA sur une longue durée pourraient induire un
état inflammatoire chronique, déséquilibrer la composition des membranes neuronales,
suractiver des cascades de signalisation et favoriser la survenue et I'évolution d’une

MA.

C’est pourquoi nous avons entrepris cette étude focalisée sur I'influence d’apports
alimentaires en ARA sur lincorporation de ce méme AGPI dans les phospholipides
membranaires et sur la sensibilité au peptide AB. Nous avons visé quatre objectifs dans
ce travail combinant une étude sur modeéle animal et une étude sur modeéle cellulaire
pour préciser le role d’enzymes régulant la mobilité¢ intraneuronale de I'ARA. Ces
objectifs ont été atteints en utilisant a la fois des évaluations comportementales et des

analyses lipidiques et protéiques /n vitro et in vivo.

e Le premier objectif consistait a déterminer si une supplémentation en ARA dans
lalimentation pouvait se traduire par une incorporation supplémentaire de cet

AGPI dans les phospholipides membranaires et a préciser la nature de ces
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phospholipides. Nous avons pu montrer par les analyses des AG qu'une
supplémentation en ARA dans [lalimentation induisait un enrichissement des
membranes en ARA au niveau périphérique, et aussi au niveau des membranes
du cortex et de I'hippocampe mais avec une ampleur réduite. Un apport exogéne
en ARA sur le modéle cellulaire HT22 a également entrainé une augmentation
de 'ARA dans les phospholipides membranaires. Les espéces touchées par cet
enrichissement des membranes sont principalement les especes PE, mais aussi
les espéces PS pour le modele animal et les espéces PC pour le modéle in
vitro.

Le deuxieme objectif était de déterminer si cet apport alimentaire et cette
incorporation supplémentaire en ARA pouvaient se traduire par une sensibilisation
aux effets des oligoméres de peptide AB en terme de capacités mnésiques a
court et long terme et des marqueurs biochimiques liés a la fonction synaptique
et a la neuroinflammation. Les études comportementales ont montré qu’un apport
alimentaire en ARA affectait la mémoire a court terme méme en absence du
peptide AB et qu’il sensibilisait les souris aux effets du peptide AB au niveau de
'apprentissage. Les analyses biochimiques ont montré qu'un apport en ARA
diminuait I'expression de la protéine postsynaptique PSD95 et des sous-unités
GLUR2 et GLUR4 du AMPA-R et sensibilisait toutes les sous-unités du AMPA-R
au peptide AB. Enfin nous avons mis en évidence une prolifération astrocytaire,
marqueur de la neuroinflammation, due a I'enrichissement du cerveau en ARA.
Le troisieme objectif, cette fois considéré comme un objectif secondaire,
consistait a évaluer le role de 'ACSL4 dans les phénoménes d’incorporation et
de renouvellement de I'ARA dans les phospholipides cérébraux. La sous
expression d’ACSL4 a montré que cette enzyme jouait un rble dans la
mobilisation des AGPI et notamment de 'ARA. Cependant, au regard des faibles
variations observées dans les espéces phospholipidiques, d’autres expériences
seraient nécessaires pour confirmer I'hypothése selon laquelle 'ACSL4 pourrait
contrebalancer l'effet négatif de la cPLA, dans la réponse aux oligoméres du

peptide Ap et préciser son rble par rapport a d’autres enzymes pouvant utiliser

206



Conclusion et perspectives

ARA comme substrat et moduler sa mobilisation a partir de et vers les

phospholipides neuronaux, /in vitro et in vivo.

1- Enfin, le dernier objectif secondaire était d’évaluer les phénomeénes de
compétition éventuelle entre I'ARA, les AG w-6 résultant de son élongation et
le DHA pour lincorporation dans les phospholipides cérébraux, et identifier les
espéces impliquées. Nous avons pu observer une compétition entre les w-6 a
longue chaine, ARA et DPA, et le DHA au niveau des espéces
phospholipidiques PS et PE du cerveau. Notre travail constitue en ce sens
une base de réflexion pour ce qui peut survenir chez I'homme. Les
conséquences en termes de recommandations nutritionnelles éventuelles
nécessitent évidemment des travaux complémentaires que nous évoquons Ci-

dessous.

Le réle d’ACSL4 dans lincorporation de 'ARA et sa compétition avec le DHA au
niveau des phospholipides membranaires pourrait étre affiné par une surexpression de
ACSL4 dans les HT22. L’ACSL4 n’étant pas la seule enzyme responsable de la
mobilisation de 'ARA au niveau des membranes neuronales, il serait judicieux d’étudier
le réle de la cPLA,, de la LPCAT3 et de la LPIAT1 ainsi que dautres acyl-CoA
synthétases comme I'ACSL6 dans la compétition ARA/DHA au niveau membranaire et
dans la sensibilitt¢ au peptide Ap en utilisant d’abord des modéles cellulaires comme la
lignée HT22 ou l'expression d’ACSL4 ainsi que des enzymes citées ci-dessus serait
modifiée. Les résultats obtenus permettraient de choisir les meilleurs candidats cibles
pour élaborer des modéles murins ou I'expression de ces enzymes serait diminuée, de
préférence de fagcon neuronale spécifique. Ceci peut étre réalisé avec les techniques
d’invalidation inductible ou a l'aide de siRNA stabilisés et ciblant des types cellulaires

spécifiques.

Un enrichissement en ARA dans lalimentation de nos souris s’est traduit par des
perturbations des especes phospholipidiques cérébrales contenant du DHA, notamment
des PE. Ces perturbations sont en partie médiées par 'ACSL4 et s’associent a des

diminutions d’expression de protéines jouant un réle clé dans la transmission synaptique
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et la mémoire, une prolifération gliale ainsi qu’une sensibilité accrue au peptide AB. Ceci
signifie qu’'un excés en ARA dans l'alimentation pourrait étre un facteur d’aggravation
des effets du peptide AB produit dans le cerveau, alors méme que les apports en w-3
sont élevés. La notion de rapport w-6/w-3 pourrait avoir une importance limitée dans la
mesure ou nos résultats ont été obtenus avec des ratios inférieurs aux
recommandations existantes et qu’il faut prendre en compte les autres AG, saturés ou
monoinsaturés, comme I'acide oléique dont nous avons vu qu’il pourrait étre a la source
de certains de nos résultats. Enfin et surtout, les individus peuvent ne pas étre égaux
devant les effets du contenu en AG de leur régime alimentaire. Les niveaux d’activités
des enzymes régulant le transport et 'incorporation des AG en périphérie et au niveau
du cerveau pourraient fortement influencer les conséquences a long terme du régime
alimentaire. Pour apporter des réponses a ces questions, il serait nécessaire tout
d’abord de mener des études plus minutieuses sur I'évaluation quantitative des apports
non seulement en AGPI w-3 mais aussi en ARA et ses précurseurs dans les régimes
alimentaires actuels de nos pays, dont nous avons évoqué les insuffisances dans notre
discussion. |l serait également nécessaire de construire les outils nécessaires a la
détermination du polymorphisme génétique des populations vis-a-vis de ces enzymes
afin de parvenir a déterminer des groupes a risque pouvant bénéficier de

recommandations nutritionnelles spécifiques.

Pour conclure, une accumulation de peptide AB au niveau de la synapse, que
'on observe dans la MA, active la cPLA; et induit par conséquent une libération de
ARA a partir des phospholipides membranaires. Cet ARA libéré peut induire une
modification de I'expression des AMPA-R par des mécanisme encore inconnus. Ainsi
une accumulation d’ARA due a une supplémentation alimentaire en ARA combinée, au
peptide AB diminue I'expression des différentes sous-unités de I'AMPA-R et notamment
de GLUR2. La réponse des AMPA-R au glutamate est alors inhibée, compromettant la
plasticité synaptique. Cette altération synaptique induite par I'’ARA pourrait étre a

I'origine des dysfonctionnements de la mémoire dans la MA (Figure 85).
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Figure 85 : L’ARA est impliqué dans I’altération synaptique induite par les oligomeéres
du peptide B-amyloide

AB : peptide B-amyloide ; ACSL4 : acyl-CoA synthétase 4 ; AMPA-R : récepteurs a-amino-3-hydroxy-5-methyl-

4-isoxazolepropionic au glutamate ; C20:4w6 : acide arachidonique ; GLU-R : sous-unités des AMPA-R; MAP

kinase : Mitogen-Activated Protein Kinases; NMDA-R: récepteur N-methyl-D-aspartate au glutamate.
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Résumé - Abstract

Mobilisation de I'acide arachidonique et sensibilité au peptide pB-amyloide

Résumé. La maladie d’Alzheimer (MA) est un probléeme majeur de santé publique. Elle se traduit par des atteintes
de la mémoire reposant sur des dysfonctionnements synaptiques induits par les oligoméres de peptide B-amyloide
(AB). Ceux-ci activent la phospholipase A, cytosolique (cPLA;) qui libére l'acide arachidonique (ARA) des
phospholipides (PL) membranaires neuronaux. L’acyl-CoA synthétase 4 (ACSL4) peut limiter cette libération en
favorisant la réincorporation d’ARA dans les PL. Dans l'alimentation occidentale, il constitue une part croissante des
apports lipidiques. Contrairement a I'acide docosahexaénoique (DHA), linfluence de 'ARA dans la MA a été peu
étudiée. C’est pourquoi nous avons étudié la mobilisation de 'ARA et son effet sur la sensibilitt au peptide AB.
Nous avons montré dans un premier temps qu’un apport alimentaire en ARA affecte la mémoire a court terme et
sensibilise les capacités d’apprentissage au peptide AB. Ces altérations sont associées a des diminutions
d’expression des récepteurs AMPA et de 'ACSL4, une prolifération astrocytaire et une incorporation accrue en ARA
dans les especes de PL phosphatidylsérine et phosphatidyléthanolamine (PE). D’autre part, la différenciation des
cellules HT22 nous a permis de montrer que I'’ACSL4 intervient dans l'incorporation de I'ARA et dans I'équilibre
ARA/DHA, notamment dans les especes PE. Cela indique qu’'un excés en ARA dans l'alimentation peut constituer
un facteur d’aggravation de la MA et que les enzymes assurant sa mobilisation, comme la cPLA, et 'ACSL4,
peuvent moduler ce risque. La caractérisation de leurs niveaux d’expression pourrait permettre de définir des
groupes d’individus a risque vis-a-vis de la MA.

Mots clés. Acide arachidonique, acyl-CoA synthétase 4, phospholipides, peptide B-amyloide, maladie d’Alzheimer,
alimentation

Mobilization of arachidonic acid and sensitivity to amyloid-g peptid

Abstract. Alzheimer's disease (AD) is a major public health problem. This disease is characterized by memory
impairments which are caused by synaptic dysfunctions induced by the oligomers of amyloid-B peptide (AB). These
activate the cytosolic phospholipase A, (cPLA;) which releases arachidonic acid (ARA) from neuronal membrane
phospholipids (PL) whereas acyl-CoA synthetase 4 (ACSL4) potentially counteracts this release by favoring ARA
reincorporation into PL. Western diets contain growing amount of ARA. Contrary to docosahexaenoic acid (DHA), a
few studies were devoted to the influence of ARA in AD. This is why we decided to study the mobilization of ARA
and its effects on the sensitivity to AB oligomers. First we showed that dietary ARA reduces short-term memory
abilities and increases the deleterious effects of AB on learning abilities. These alterations of cognitive abilities are
associated to reductions of expression levels of AMPA receptors and ACSL4, an astrocyte proliferation, and greater
incorporation of ARA in PL species phosphatidylethanolamine (PE) and phosphatidylserine. Secondly, we used
differentiated HT22 to show that ACSL4 modulate ARA incorporation and ARA / DHA balance in the PE species.
These results indicate that excessive dietary intake of ARA may be a worsening factor in AD and the enzymes
regulating ARA mobilization, such as cPLA, and ACSL4, can modulate this risk. The characterization of their
enzymatic activities could allow the identification of groups of individuals at AD risk.

Key words : arachidonic acid, acyl-CoA synthetase 4, phospholipids, amyloid-B-peptide, Alzheimer’s disease, diet
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