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Introduction générale

Introduction générale

La prévalence du surpoids et de 'obésité¢ a fortement augmenté ces trente dernieres années.
En effet, a ’échelle mondiale, le nombre de cas d’obésité a doublé depuis 1980. Cette
augmentation alarmante est probablement due a différents changements environnementaux et
sociétaux et a un manque de politiques de soutien qui ont fait € voluer les habitudes en matiere
d’alimentation et d’exercice physique (nature de plus en plus sédentaire de nombreuses
formes de travail, évolution de I’urbanisation et des modes de transport, etc). Ce nouveau
mode de vie « occidentalis€ » serait responsable de I’augmentation de la prévalence de
I’obésité et des maladies associées. L’obésité et le surpoids sont des facteurs de risque
importants de maladies chroniques, telles que les maladies neurodégénératives, les maladies
cardiovasculaires, les problemes respiratoires, le diabete, les cancers, etc.

La cause fondamentale de ’obésité et du surpoids est un manque d’activité physique, couplé a
une consommation importante d’aliments hypercaloriques riches en graisses et en sucres,
mais pauvres en vitamines, en minéraux et autres micronutriments. Cette pathologie peut
donc, en grande partie, etre évitée si chacun veille a limiter ses apports €nergétiques et a avoir
une activité physique réguliere.

Aujourd’hui, la prise de conscience des problémes causés par 'obésité et le surpoids favorise
le développement de diverses supplémentations alimentaires pouvant aider a lutter contre
cette pathologie. Dans ce contexte, nous avons voulu étudier les effets d’un extrait
polyphénolique de raisin (GSSE), particuliecrement riche en antioxydants, sur un modele
animal d’obésité¢ afin d’en mieux comprendre les mécanismes d’action ainsi que les
voiesmétaboliques touchées par le régime riche en graisse (HFD) au niveau du cerveau et
corrigéespar le GSSE. Pour ce faire, la recherche de biomarqueurs liés a une exposition a un
compos¢ particulier est devenue un des points centraux de I’analyse protéomique. Elle permet
de comprendre les causes d’appartion d’une pathologie, voire de 1’obésité et d’améliorer sa
prévention.

L’objectif de ce travail est d’étudier le protéome cérébral, dans un cas d’obésité provoqué
expérimentalement chez le rat par un régime rcihe en graisse, ainsi que la capacité d’un extrait
GSSE a prévenir et a protéger lorganisme contre les effets déléteres d’une surcharge
lipidique sur la protéomique du cerveau et les voies métaboliques impliquées dans Ila

lipotoxicité.
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Ce manuscrit est divisé en quatre parties :

La premicre partie est un rappel bibliographique sur 1’obésité, le stress oxydatif, les effets
bénéfiques du GSSE ainsi que la protéomique.

La seconde partie est consacrée a la présentation du matériel et des méthodes utilisées.

La troisieme partie concerne toutes les optimisations et les résultats au cours de ce travail de
thése, depuis la préparation des échantillons jusqu’a I’analyse protéomique quantitative et
I’identification des protéines et des voies métaboliques liées a I'exposition aux différents
traitements (HFD et GSSE).

La quatrieme partie est une discussion générale des résultats obtenus suivie par une

conclusion générale et les perspectives du travail présenté.
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1% partie

Synthese Bibliographique
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I. L’obésité : Fléau du XXle siecle

I.1. Généralités

Parler de notre besoin d’oxygene pour respirer a la méme importance que notre besoin
d’énergie pour que toutes les cellules de notre organisme fonctionnent. Parmi les aliments
qu’on ingere I'énergie est apportée par les glucides, les protéines et les lipides, ces derniers
étant les plus énergétiques. Lorsqu’un déséquilibre en faveur de la quantité d’énergie apportée
s’installe dans notre organisme, ce dernier stocke des réserves sous forme de triglycérides
dans le tissu adipeux. Ainsi un excés d’apports et/ou une diminution des dépenses
énergétiques favorise 1’obésité (Bray 1987). L'obésité se présente donc comme un résultat

direct d'un déséquilibre entre I'apport et la dépense énergétique.

L’obésité et le surpoids ont été définis comme « une accumulation anormale ou excessive de
graisse qui présente un risque pour la santé ». Cette définition a été élaborée par TOMS
(Organisation Mondiale de la Sant€) qui a officiellement déclaré la gravit¢ de la pandémie
d’obésité suite a une mesure globale du taux d’obésité en 1997. L’estimation du surpoids ou
de I'obésité¢ d’une personne se fait par la mesure de 'indice de la masse corporel (IMC) qui
correspond au rapport du poids de I’individu (en kilogrammes) sur le carré de sa taille (en

metres) :
IMC=P(Kg)/ T (m2)

Cette mesure est la plus largement utilisée pour les études épidémiologiques et cliniques et
demeure la plus fiable a ce jour (Polkk 2005). Le surpoids est défini lorsque I’'IMC est compris
entre 25 kg/m’ et 30 kg/m?’, alors qu’un individu est obése lorsque son IMC est supérieur a 30
kg/m* (Kopelman 2000). Au dela de 35 kg/m” 'obésité est considérée comme sévére et enfin,
pour un IMC supérieur 2 40 kg/m® on parle d’obésit¢ morbide (Abe 1998)qui engendre des
problemes de sant¢ souvent mortels («Obesity: Preventing and Managing the Global
Epidemic. Report of a WHO Consultation » 2000). Le tableau 1 montre la classification de

I’IMC chez I’adulte en fonction du risque de morbidité.
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Classification Categorie de L'IMC Risque de morbidité
(Kg/m?)

Insuffisance pondérale <18.50 Accru
Poids normal 18.50a24.9 Moven
Surpoids 254299 Accru

Obésite, classe | 30a34.9 Modérée
classe Il 35a39.9 Sévere

classe IIT >40 Massive

Tableau 1 : Classification de PIMC chez1’adulte. Source OMS (1998)

Il existe deux types d’obésité : 'obésité¢ androide qui correspond a un exces de tissu adipeux
au niveau abdominal et 'obésité gynoide lorsque I'exces se situe au niveau des cuisses et des

hanches. Cette derniere est généralement observée chez les femmes.

Les personnes souffrant d’une obésité¢ de type abdominal ont plus de risque que les autres de

développer des complications (Blackburn et al. 2006).

L’obésité a ¢€t¢ reconnue comme une maladie en 1997. Depuis elle est en constante
augmentation tant dans les pays développés qu’en voie de développement. Cette pandémie
fait des ravages dans le monde entier : « 1 mort d’obésité toutes les minutes en Europe / USA
». (Source L obésité : de l'individu a la société 2004) Le constat alarmant de ce chiffre
démontre bien que nous, citoyens du monde, sommes confrontés désormais a un véritable
probleme de santé. Le surpoids concerne 1,4 milliard de personnes de plus de 20 ans, parmi
lesquelles 500 millions sont obeéses. En France, on comptait plus de 6,9 millions d’obéses en
2012 (de Stampa et al. 2012). Il est donc important et urgent de mieux comprendre les
différents facteursrégissant la prise de poids afin d’arriver a une prévention plus efficace de
I’obésité. En effet, plusieurs facteurs sont a I'origine de I'explosion du nombre d’obéses.
Parmi ces facteurs, on peut citer les facteurs d'origine génétique, héréditaire ou non, d'ordres
environnementaux, métaboliques, psychologiques, culturels ou économiques, sociaux et

politiques (Wells 2006).

Il n’existe surement pas un géne de 'obésité. Sur les trente mille génes humains, un petit
nombre aurait un impact important sur la corpulence et la distribution régionale de la masse

grasse.
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Par exemple le géne FTO (fat mass and obesity associated) qui est impliqué dans 1’évolution
du poids (Frayling et al. 2007)de méme que le gene baptisé ADP (Adipose) qui régule
l'accumulation des graisses dans l'organisme (Suh et al. 2007). Il y a aussi les protéines UCP
(uncoupling proteins) et la leptine quisont susceptibles d’étre impliquées dans la génétique de
I’obésité : les UCP sont des protéines qui favorisent la production de chaleur dans la
mitochondrie tandis que la leptine est une hormone, produit du gene ob (obese), qui agit
principalement sur le contrdle de laprise alimentaire. Des études ont montré, chez les souris
comme chez les humains, qu’unemutation dans le géne de la leptine (ob/ob) provoque
I’apparition d’une obésité (Zhang et al. 1994). Les mémes conséquences sont observées si le

géne de son récepteur (db) n’est pas fonctionnel.

Cing grandes classes de traits génétiques associés a I'obésité ont ¢té identifiées dans une

revue de génome humain (Bouchard 2007):

- un métabolisme énergétique de base faible

- une absence de prédisposition a I’activité physique
- un défaut d’oxydation des lipides

- une grande capacité de stockage des lipides

- une régulation altérée de la satiété

Par conséquent, il semble y avoir une grande variété dans les types d’anomalies génétiques

pouvant étre a 'origine de I’obésité.

L’hérédité jouerait un role important dans la prise de poids. Il a également ét€ constaté que si
I’un des parents est obese le risque que leur enfant devienne obése a I'age adulte peut
atteindre 40% et méme 80% si les deux le sont. Bien que des facteurs héréditaires soient liésa
I’apparition de T'obésité, ce sont les facteurs environnementaux qui sont a l'origine de la

progression fulgurante de cette maladie.

Les facteurs environnementaux sont complexes et multiples : déséquilibre des rythmes
alimentaires (aliments industriels hyper-énergétiques, alimentation riche en lipides,
grignotages), troubles psychologiques (stress, manque de sommeil), déreglement hormonal
(grossesse, ménopause), microbiote intestinal (Ley 2010), le vieillissement (diminution des
dépenses énergétiques totales alors que les apports restent souvent constants), prise de

médicaments (neuroleptiques, corticoides, pilule, tricycliques), arrét du tabac.
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Par ailleurs, une grande responsabilité est attribuée a un facteur environnemental: le mode de
vie sédentaire. Il s’explique par une diminution de I'activité physique et une alimentation
énergétique élevée (plus riche en graisses et en sucres mais pauvres enmicronutriments non
énergétiques d’intérét comme les vitamines, polyphénols et minéraux) (Colmers

2006;Shrewsbury et Wardle 2008, 1990,2005).

Il est clair que l'obésité est une maladie multifactorielle. C’est bien le résultat d’une
susceptibilit¢ génétique sous I'influence de facteurs environnementaux. De plus le mode de
vie sédentaire est probablement en grande partie responsable de ce « nouveau mal du siecle »

qu’est ’obésité et a une certaine influence sur les facteurs génétiques.
L2. Obésité et lipotoxicité

L’obésit¢ ne constitue pas une pathologie en elle-méme. L’obésité est délétére pour
I’organisme car elle est considérée comme un facteur de risque majeur de nombreuses
perturbations métaboliques rassemblées sous le terme de syndrome métabolique (Hubert et al.

1983).

L’obésité¢ amplifie le risque des maladies chroniques comme le diabete de type 2, (DT2),
I’hypertriglycéridémie, I'insulino-résistance, la diminution du taux de cholestérol-HDL, les
dyslipidémies, les maladies cardiovasculaires comme [I'hypertension artérielle (HTA),
I’athérosclérose, D'insuffisance cardiaque et les accidents vasculaires cérébraux et

périphériques ainsi que de nombreux types de cancers.

L hyperlipidémie accompagnant I’obésité peut étre associ¢e aux dépots ectopiques de lipides
(stéatose) au niveau des tissus non adipeux, tels que le foie, le pancréas, les muscles
squelettiques, le coeur et le cerveau, bien que ces organes puissent initialement stocker une
partie de ce surplus comme triglycérides. Les triglycérides excédentaires peuvent étre a
I’origine de phénoménes apoptotiques, révélant ainsi une action lipotoxique (Unger et Orci
2002). La lipotoxicité est le processus par lequel cette surcharge lipidique conduit a un
dysfonctionnement puis a la mort cellulaire par apoptose et finalement au dysfonctio nnement
de lorgane (Unger 1995). Les manifestations de la lipotoxicit¢ dépendront de l’organe
touché. Dans les tissus ayant une bonne capacité régénératrice, comme le foie, la surcharge
lipidique entraine essentiellement I’atteinte des voies de signalisation de I’insuline, entrainant
une résistance cellulaire et systémique a I’insuline (Shulman 2000). Dans les organes ayant
peuou pas de capacité de régénération, comme le pancréas ou le cerveau, la progression vers

une défaillance d’organe est encore plus marquée.
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L.2.1. Obésité et maladies neurodégénératives

L’obésité est considérée comme un facteur de risques pour un certain nombre de maladies
neurodégénératives (Subba Rao et al. 2008).Les maladies neurodégénératives constituent un
groupe de pathologies liées a un dysfonctionnement métabolique au sein du tissu nerveux,
conduisant a la mort des neurones et a la destruction du systtme nerveux. Le cerveau et la
moelle épinicre peuvent étre touchés par des lésionsdiffuses ou limitées a certaines zones

spécifiques.

D’apres 'INSEE (Institut national de la statistique et des études économiques), les maladies
neurodégénératives telles que Parkinson, Alzheimer, Huntington ou autres (syndrome de
Séme

Down / trisomie 21, Ataxie de Friedrich, syndrome de Prader-Willi) sont la cause de

mortalité en France.

Le plus grand facteur de risque pour les maladies neurodégénératives est le vieillissement.
Comme tous les organes, le cerveau subit le processus du vieillissement mais contrairement
aux autres organes, tres peu de cellules composant le cerveau se renouvellent. Quand un
nombre important de neurones dégénerent, les conséquences sont importantes en termes
d'invalidité. Le cerveau subit ensuite des modifications anatomiques structurelles et
fonctionnelles complexes s'accompagnant parfois de troubles cognitifs qui deviennent plus

fréquents avec I’age.

Par exemple, la maladie d'Alzheimer est la plus répandue d'un groupe important de maladies
neurodégénératives appelées « démences ». Il s'agit d’affections cérébrales a évolution lente
dont la probabilité d’apparition augmente avec 1’age. Ce type d’affection se traduit par une
dégénérescence progressive de certaines zones du cerveau due a la mort des neurones. Cela
entraine une détérioration des facultés cognitives et de la mémoire provoquant une démence

sénile. La maladie d'Alzheimer touche :

o 5% de la population agée de plus de 65 ans et double a peu pres tous les quatre ans

pour atteindre environ 30 % chez celle agée de 80 ans.

o 25 millions de personnes dans le monde.

o Plus de 4 millions de malades aux Etats Unis.

o Prés d’un million de frangais agés de plus de 65 ans.
o Trois fois plus chez la femme que chez I’homme.
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o 50 % des malades ont des troubles du comportement alimentaire

o 30 a2 40% des malades perdent du poids avant lapparition des premieres
manifestations.

o 50% des malades de plus de 50 ans présentent la démence.

Avec de telles évolutions, il ne fait pas de doute que la maladie d’Alzheimer va devenir un

réel probléme de société d’ici quelques années.

Plusieurs facteurs de risque de la démence ont déja été identifiés, notamment I'obésité. Des
études cliniques ont montré que les patients obeses ont un risque accru de développer la
maladie d'Alzheimer (Whitmer et al. 2007). D’ailleurs, le Pr D. Gustafson a été le premier a
démontrer la relation entre le surpoids et les risques de développer cette maladie dans une

étude sur un échantillon de population suédoise ( Gustafson et al. 2003).

De plus, des études épidémiologiques et des expériences sur 'animal ont montré que la
composition de I'alimentation peut avoir un impact sur la démence. En effet, lalimentation
riche en graisses saturées, cholestérol, acide linoléique et en sucres raffinés augmente le
risque de démence et diminue la plasticit¢ neuronale et 'apprentissage (Kalmijn 2000). Cela
pourrait &tre dii & une augmentation du stress oxydant et de I’inflammation dans le cortex
cérébral et a une diminution d’un facteur neurotrophique, le BDNF (Brain derived
neurotrophic factor) (Molteni et al. 2002; Zhang et al. 2005). Il a ét€ démontré que le surpoids
et l'obésité contribuent au stress oxydatif et a I'inflammation chronique, qui pourraient affecter
le fonctionnement du cerveau et développer la maladie d'Alzheimer. Plusieurs études
indiquent que cette inflammation est présente dans le cerveau, suggérant qu’une inflammation
en périphérie peut provoquer une neuroinflammation chronique et une neurodégénérescence

progressive(Qin et al. 2007).

L’effet du surpoids ou d’une obésité¢ ne se limite pas a cette maladie; il a également été
démontré une relation entre I'indice de masse corporelle, I’atrophie cérébrale et les 1ésions de

la substance blanche chez la femme (Gustafson et al. 2004 ).

En effet, chez les personnes obeses, des anomalies dans la structure du cerveau ont été
observées. Des études ont montré que I’augmentation de 'IMC est associée a la réduction du
volume cérébral (Ward et al. 2005). D’autres études ont confirmé ceschangements structurels
dans le cerveau, en particulier dans le lobe frontal en montrant une diminution du volume de

la substance blanche dans ce lobe (Pannacciulli et al. 2006). Parce que le lobe frontal est plus
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sensible aux effets du vieillissement que les autres lobes, ces données pourraient suggérer que

I’obésité pourrait accélérer le vieillissement.

En IRM, il a également ét¢ montré que le volume de la substance blanche dans plusieurs
régions du cerveau est plus réduit chez les personnes obeses par rapport aux personnes non
obeses (Haltia et al. 2007). Récemment, deux études ont montré que 1’obésité est associée a

uneatrophie cérébrale et a un risque accru de maladie d' Alzheimer.

La premiere étude a montré que l'obésité abdominale est associée a une diminution du volume
cérébral et a un risque de démence accru plus tard dans la vie chez des personnes d'dge moyen
en bonne santé (Debette et al. 2010).Cette étude a été menée sur 733 personnes d'un age
médian de 60 ans. Les chercheurs ont examiné 1’association de différents indicateurs de
I’obésité y compris 'IMC, le RTH, la circonférence de la taille et la graisse abdominale avec
le volume total du cerveau, la densit¢ de la substance blanche cérébrale et la présence de
plaques caractéristiques de la maladie d' Alzheimer. IIs ont trouvé que les indicateurs d ’obésité
étaient inversement corrélés avec le volume total du cerveau. Cette corrélation inverse était

plus forte pour l'obésité abdominale avec un risque accru de démence et de maladie

d'Alzheimer.

La seconde étude a montré qu’une variation spécifique du gene FTO lié a l'obésité est

aussiliée a une atrophie cérébrale, augmentant ainsi le risque de maladie d'Alzheimer (Ho et

al. 2010).
En effet, ils ont comparé les imageries cérébrales de 200 personnes dgées de 55 a 90 ans.

Celles qui portaient cette variation avaient en moyenne 8% moins de tissus dans les lobes
frontaux (souvent qualifiés de centres de commandes) et 12% de moins dans les lobes

occipitaux (centres de la vision et d'autres perceptions) (Fig.1).
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Figure 1: Obésité et atrophie cérébrale: Image radiologique des différentes régions
cérébrales associées a I'MC pour I’individu 4gé sain (en haut) et I'individu porteur de
Pallele FTO lié a I'obésité (en bas). (Ho et al. 2010)

C’est la conclusion d’une nouvelle recherche qui a établi que les individus agés obéses ou en

surpoids avaient sensiblement moins de tissu cérébral que les individus de poids normal.

L’essentiel de la disparition du tissu cérébral a lieu dans les régions des lobes frontal,
temporal et occipital du cerveau. Ainsi, une diminution du volume cérébral augmente le
risque de maladie d'Alzheimer en réduisant la réserve dont dispose une personne pour
compenser les effets des plaques cérébrales caractéristiques de la maladie. Les accidents
vasculaires cérébraux peuvent aussi réduire la quantité de tissus et ainsi diminuer les réserves
cérébrales. Des études ont démontré que I'obésité, comme le vieillissement, est un facteur de
risque majeur de l'accident vasculaire cérébral ischémique (AVC ischémique) (Kurth et al
2002;Rexrode et al. 1997). Par ailleurs, des données épidémiologiques suggerent que les
patients obeses souffrent plus de complications et de mortalité que les patients non obeses

apres un traumatisme cranien (Brown et al. 2006).

Une autre étude montre que la dopamine peut étre un acteur clé dans I'obésité. Elle peut jouer
aussi un role central sur les structures du cerveau et intervient sur le fonctionnement de toutes
les activités cognitives. En se liant sur son récepteur, la dopamine peut étre impliquée dans
plusieurs processus neurologiques du SNC comme la cognition, la mémoire, l'apprentissage.
En effet, dans une étude d’imagerie cérébrale faite avec un PET scan (Positron Emission
Tomography), il a été démontré que les personnes obeses posséderaient moins de récepteurs a

la dopamine par rapport a des personnes de poids normal (Fig. 2)(Wang et al. 2001).
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Figure 2: Obésité et dysfonctionnement cérébral

Imagerie cérébrale PET au [C-11] raclopride, un antagoniste ré cepteurs D2 dopaminergiques et
au FDG, Fluorodesoxyglucose exprimant I’activité métabolique pour I’individu de poids normal

et I’individu obése. Source: (Wang et al. 2001).

Enfin, toutes ces études suggerent que le surpoids et l'obésité peuvent avoir un effet direct sur
I’accélération du processus de vieillissement comme elles peuvent augmenter le risque de
développer des maladies neurodégéneratives ainsi que la susceptibilit¢é a des neuro-
dégénérescences aigiies induites par des facteurs exogeénes (un traumatisme, une exposition a

des agents chimiques) ou des facteurs endogenes (une ischémie, un accident vasculaire

cérébral).

1.2.2 Obésité et maladies cardiovasculaires
Les complications cardiovasculaires constituent la principale cause de morbidité et de
mortalité chez les personnes obeses. En effet, elles jouent un role important dans la genese de
I’insuffisance cardiaque et des arythmies. L’arythmie est un phénomene fréquent responsable
de la mortalité apres un infarctus du myocarde. Le 4-hydroxynonénal peut promouvoir une
arythmie cardiaque en inhibant les canaux potassium entrainant une dépolarisation

membranaire et un prolongement du potentiel d’action (Bhatnagar et al. 1995).

Trois mécanismes physiopathologiques sont a I’origine des effets délétéres de I'obésité sur la
fonction ventriculaire gauche : ’augmentation de la précharge ventriculaire secondaire a la
majoration du volume plasmatique induite par I’élévation de la masse grasse ; 'augmentation

de la postcharge ventriculaire gauche due a D’association fréquente d’une hypertension
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artérielle ; I’altération des fonctions systoliques et diastoliques, secondaire aux modifications
du génome myocardique et aux maladies coronariennes aggravées par les facteurs de risque
d’athérosclérose. De plus ladipocyte sécréte de nombreuses hormones pouvant agir
directement ou indirectement sur le myocarde : angiotensine II, leptine, resistine,
adrénoméduline, cytokines. Les modifications hémodynamiques et hormonales vont
profondément modifier 'expression génique myocardique au cours de I'obésité, favorisant
I’apparition d’une hypertrophie myocytaire et d’une fibrose interstitielle. Chez I’obése, deux
types d’insuffisances cardiaques sont ainsi possibles. Le plus fréquent, il s’agit d’une
insuffisance cardiaque diastolique. L’insuffisance cardiaque systolique est rarement apparue
dans deux circonstances : soit en cas d’hypertrophie ventriculaire gauche inadaptée ne
permettant pas de normaliser les contraintes pariétales, a I'origine de la cardiomyopathie de
I’obese, soit en cas de maladies coronariennes associ¢es.Quel qu’en soit le mécanisme,
I’existence d’une obésité majore le risque de mort subite induite par des altérations

cardiovasculaires (Galinier et al. 2006).

1.2.3 Obésité et maladie hépatique
Les manifestations de la lipotoxicité dépendront de ’organe touché. Dans les tissus ayant une
bonne capacité régénératrice, comme le foie, la surcharge lipidique entraine essentiellement
I’atteinte des voies de signalisation de I'insuline, entrainant une résistance cellulaire et

systémique a I’insuline (Shulman 2006).

Etant un organe essentiel dans le métabolisme énergétique, le foie synthétise le cholestérol et
les triglycérides (TG) et il produit et « recycle » les lipoprotéines. Compte tenu de ce role
dans le turn-over lipidique, il n’est pas surprenant que le foie présente des réserves lipidiques
sous forme de TG. Chez I’homme sain, le contenu hépatique lipidique est faible puisqu’il ne
représente que 5% du poids total du foie. Par contre chez un individu obese, cette limite de
stockage est dépassée et entraine une stéatose hépatique. Trois différentes voies d’afflux
d’AGL au foie sont responsables de cette stéatose. La premicre est due a la position du tissu
adipeux viscéral qui va libérer dans la veine porte une grande quantit¢ d’ AGL qui va parvenir
directement au foie. La seconde voie est celle de I’alimentation. En effet, en réponse a un
régime riche en gras, le foie se charge rapidement en vacuoles lipidiques. Pour preuve
plusieurs études chez les rongeurs mais aussi chez I’Homme ont montré que deux semaines
d’alimentation riche en lipides pouvaient induire une stéatose hépatique, ce phénomene étant
¢galement rapidement réservé lors d’une alimentation isocalorique. Enfin, le troisi¢me type

d’apport en AGL au foie est constitué par le foie lui-méme. En effet, étant capable de la

Salima Smine 13



Synthese Bibliographique

lipogénese de novo, le foie peut contribuer de 25% environ a la synthese de triglycérides
hépatiques chez I’obése, ce qui représente 4 a 5 fois plus que chez un sujet sain (Postic et

Girard 2008).

La stéatose hépatique a été associée a la présence d’une résistance a I'insuline (Yki-Jarvinen
et Westerbacka 2005). Cependant, sa gravit¢ réside dans son risque d’évolution vers des
lésions de type fibrose pouvant aboutir 2 une cirrhose et éventuellement se compliquer en
hépatocarcinome, alors que la stéatose simple est considérée comme un état bénin. La
présence de lésions inflaimmatoires, dans le cadre de la stéatohépatite (ou NASH, non

alcoholic steatohepatitis) est beaucoup plus préoccupante.

1.2.4 Obésité et maladie rénale
L’obésité viscérale s’accompagne du taux circulant de cholestérol, de TG et d’AGL. Ces
lipides excédentaires peuvent s’accumuler dans le rein (stockage ectopique), entrainant des
dysfonctionnements cellulaires conduisant a la mort des cellules (lipotoxicité) (Wennberg et
Zimmermann 2006). A ce niveau l’exces de lipides altére la physiologie des tubules
proximaux via la réabsorption excessive, par les cellules épithéliales tubulaires, d’acides gras,
de phospholipides ou de cholestérol associés aux protéines filtrées, comme 1’albumine ou les
lipoprotéines. Cela conduit a une inflammation tubulo-interstitielle, a la formation de cellules
spumeuses et a une atteinte de la fonction rénale (Kamijo et al. 2002). Il a aussi ét¢ démontré
que les souris obeses développent une glomérulosclérose associée a une fibrose tubulo-
interstitielle résultant de 1’accumulation intra rénale de triglycérides concomitante a
I’induction des facteurs de transcription de la famille des sterol regulatory element binding
protein (SREBP) (Wang et al. 2005). L’injection d’AG a des rats entraine ’aggravation de la
fibrose tubulo-interstitielle dans un modele de protéinurie expérimentale (Thomas 2002). In
vitro, les AGL entrainent une apoptose des cellules épithéliales des tubules proximaux (Arici

et al. 2003).

1.2.5 Obésité et maladie pancréatique
Dans les organes ayant peu de capacité de régénération comme le pancréas, la progression
vers une défaillance d’organe est encore plus marquée. En effet, I'obésité pourrait
s’accompagner aussi d’une accumulation de TG dans les ilots de Langerhans. Cette
accumulation ectopique de lipides dans les cellules B pourrait étre a I'origine d’une

dérégulation de la sécrétion d’ insuline.

Salima Smine 14



Synthese Bibliographique

II. Obésité et stress oxydatif
II.1. Définition du stress oxydatif

En condition physiologique, les systtmes biologiques produisent des radicaux libres ou
especes pro-oxydantes. Ces molécules sont indispensables pour certaines fonctions cellulaires,
mais sont aussi tres instables et peuvent rapidement causer des dommages tissulaires (Davies,
Robinson, et Bevill 1995). Des systemes de défense antioxydants (Schaufele, et Abdu 2006)
existentafin de maintenir un niveau non cytotoxique des radicaux libres au sein de
lorganisme en les dégradant ou en empéchant la formation de ces especes fortement

réactives.

Le stress oxydant est défini comme un déséquilibre de la balance prooxydant/ antioxydant en
faveur des oxydants, entrainant des dommages cellulaires importants (Atamer et al. 2008). Ce
déséquilibre peut étre dii a une surproduction d’espécespro-oxydantes (ROS), ou a un déficit
en anti-oxydants. Des facteurs pro-oxydants environnementaux, tels que le tabac, I'alcool, la
pollution ou laprise de médicaments peuvent également entrainer et/ou amplifier un stress

oxydant (Valko, Morris, et Cronin 2005; Moller et Rice 2006).

Un exces d’especes pro-oxydantes peut conduire a un affaiblissement des systemes de défense
antioxydants, mais également & D’activation de facteurs ou de génes impliqués dans le
développement de diverses maladies. En effet, le stress oxydant est impliqué dans de
nombreuses situations pathologiques, telles que les maladies inflammatoires (Feijéo et al
2010; Rezaie, Parker, et Abdollahi 2007), les cancers (Edderkaoui et al. 2005; Brar et al.
2002), les maladies cardiovasculaires (Griendling et Alexander 1997), etc. Enfin, plusieurs

études ont montré qu’il existe une relation entre divers marqueurs du stress oxydantet le degré

d’obésité (Fernandez-Sanchez et al 2011 ; Furukawa et Horii 2004).
II.2. Les radicaux libres

Les especes pro-oxydantes ou encore radicaux libres sont des molécules possédant au moins
un électron célibataire (non appari€) sur leur orbitale externe. De maniere conventionnelle, cet

o

électron célibataire est représenté par « ° ». Ces radicaux sont tres réactifs et instables (
Kroonenberg 2000), car ils cherchent a « ré-apparier » leur électron a partir des molécules
environnantes. En effet, ils participent a des réactions en chaine pour former de nouveaux
radicaux libres. La durée de vie d’unradical est d’autant plus courte et le radical d’autant plus

réactif, qu’il a la possibilité de délocaliser son électron célibataire sur une autre molécule.
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Les especes radicalaires jouent un rdle essentiel dans un grand nombre de fonctions
physiologiques, comme la phagocytose ou la régulation de la croissance et la signalisation
cellulaire (Fridovich 1999). Cependant, lorsqu’elles sont en quantité¢ trop importante, elles
peuvent devenir cytotoxiques pour les cellules et entrainer I'oxydation des protéines
(Headlam et Davies 2003), (Refsgaard, Tsai, et Stadtman 2000) et des lipides membranaires
(Spiteller 2007) et/oude I’ADN (Dalle-Donne et al. 2006; Danielsen et al. 2009).

Dans les systemes biologiques, les radicaux libres les plus importants sont les especes
réactives de 'oxygene (ROS pour « reactive oxygen species ») et les especes réactives de

I’azote (RNS pour « reactive nitrogen species »).
La forme initiale des ROS, qui est obtenue par I’ajout d’un électron sur P'oxygene moléculaire

(0O2) est I'anion superoxyde (02°). Ce dernier peut ensuite étre transformé en différents ROS
secondaires, tels que le radical hydroxyle (HO®), peroxyle (ROO°®), ou encore le peroxyde
d’hydrogeéne (H20:), 'acide hypochloreux (HOCI) et I’hydroperoxyde organique (ROOH) qui
ne sont pas des radicaux a proprement parler mais qui sont tout de méme toxiques et capables
de réagir pour former d’autres radicaux libres. Les RNS sont souvent représentés par le
monoxyde d’azote (NO°) qui est formé a partir de la L-arginine, du radical guanidium et
d’une molécule d’oxygéne. Mis a part ses propriétés biologiques bien connues
(Christopherson et Bredt 1997;Marin et Rodriguez-Martinez 1997), le NO°® est capable de
réagir avec 1’oxygene pour donner des nitrates ou avec d’autres radicaux libres tels que 'O2°-
pour former des péroxynitrites (ONOO-). Un récapitulatif des différents ROS et RNS est

présenté dans le Tableau 2.

Tableau 2 : Les espéces réactives de ’oxygéne et de I’azote (Sun, 2009)

Espéces réactives d’oxygéne (ROS) Espéces réactives de nitrogéne(NOS)
Forme radicalaire Forme non radicalaire Forme radicalaire Forme non radicalaire
Superoxide (02°-), Hydrogen peroxide (H202), Nitric oxide (NO°), Nitrous acid (HNO2),
Hydroxyl (OH?), peroxyl hypochlorous acid (HOCI), dinitrogen trioxide/tetroxide
(RO2°), alkoxyl (RO°), ozone (03), singlet oxygen Nitrogen dioxide (NO2°) (N203/N204), nitronium
hydroperoxyl (HO2°). (Ag02), peroxynitrite (nitryl) ion (NO2+),
(ONOO-). peroxynitrite (ONOOY}),

alkyl peroxynitrite (ROONO),
nitroxyl anion (NOy), nitrosyl
cation (NO+), nitryl chloride
(NO2Cl)
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II.3. Mécanismes de production des dérivés de I’oxygéne

I1.3.1. Sources biologiques des especes réactives de ’oxygéne

Plusieurs stimuli extracellulaires peuvent étre a I'origine de la production endogéne des ROS
(Finlay et al. 2000). Parmi eux, on peut citer les hormones comme I’'insuline, les facteurs de
croissance ou les cytokines pro-inflammatoires comme le facteur de nécrose tumoral TNF-a
pour (« Tumor necrosis factor-alpha »). Dans la cellule, les ROS sont produits par différentes
enzymes telles que la NADPH oxydase (NOXs), la xanthine oxydase, les cyclooxygénases,
les lipoxygénases, le cytochrome P450, la NO synthase endothéliale et les enzymes de la
chaine mitochondriale (Drummond et al. 2000; Wassmann, et Nickenig 2004 ).La contribution
relative de chacune de ces sources au cours d’un stress oxydatif n’est pas encore tout a fait
élucidée. Cependant, dans un contexte de maladies vasculaires, plusieurs études
expérimentales et cliniques ont révélé que les NOXs représentent les sources principales de
production des ROS au niveau vasculaire. Ils interviennent dans plusieurs pathologies
associées a la dysfonction endothéliale comme 1’athérosclérose, 1’hypertension, le diabéte,
I’obésité ou encore 1’hypercholestérolémie (Hwang et al. 2003; Pierce et al. 2010; Thomas et

al. 2003).

La famille des NADPH oxydases est représentée par cing NOX (NOXI1, 2, 3, 4 et 5) ainsi que
par deux DUAL oxydases 1 et 2 (DUOXI1 et 2) (Bedard, 2007). Toutes ces enzymes sont des
enzymes transmembranaires qui réduisent 'O2en O:°- graice au NADPH cytosolique et via un
transfert d’électrons (Paclet et al. 2000). Elles ont toutes six domaines transmembranaires, un
site de liaison du NADPH, du NADH et du FAD a leur extrémité C-terminale, et quatre
résidus histidine trés conservés sur les 3°™et 5™ °domaines transmembranaires. Toutes les
NOXs présentent une similitude de structure et de fonction enzymatique entre elles.
Cependant, chaque NOX a un mod¢le d’expression et un mécanisme d’action unique. La
plupart d’entre elles requierent I’assemblage d’autres sous unités, telles que p22phox,

p47phox, p67phox, Rac et p40phox, pour leur fonction.

L'activation de la NADPH oxydase implique deux types de phénomenes: la phosphorylation
et la translocation a la membrane des sous-unités cytosoliques. En effet, suite a I'activation de
la cellule, les composantes cytosoliques p40phox, p47phox, p67phox sont phosphorylées et
migrent vers la membrane pour s'associer aux facteurs membranaires gp91prox et p22 phox.
Parallelement, la molécule Rac va échanger son GDP avec un GTP, se dissocier de son

inhibiteur Rho-GDI, et migrer de facon indépendante vers la membrane. Le cytochrome bsss
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est ensuite activé par la p67phox, par l'intermédiaire de son domaine d'activation (figure 3). La
NADPH oxydase ainsi activée va utiliser le NADPH cytosolique pour réduire loxygene et
produire de 1'anion superoxyde (Paclet et al. 2000).

NADPH oxydase inactive

gp?1 phox

:.—7‘@-> COOH

e L o R s S

Figure 3: Représentation sché matique de ’activation de la NADPH oxydase (DeLeo,
1996).

A la différence des NOXs, le complexe enzymatique de la chaine respiratoire mitochondriale
n’a pas pour fonction premiére de produire les ROS. Il existe au niveau de la membrane
interne de la mitochondrie un syst¢me complexe de protéines qui produit, grace a la réduction
de l'oxygene, des molécules d’ATP qui, a leur tour, servent de source d’énergie pour la
cellule. Cependant, suite a des fuites électroniques résultant d’imperfections de la chaine
respiratoire, une petite partie (0.4 a 4%) n’est pas correctement converti en (H>O) et donne

naissance a des ROS comme I’anion superoxide O2°- (Turrens 2003).
I1.3.2. Sources biologiques des especes réactives de I’azote

Parmi les radicaux libres impliquant un atome d’azote, on peut citer le monoxyde d’azote
(NO°®). Ce dernier est produit sous I’action des NO synthases qui sont des enzymes induites
par oxygeéne. La figure 4 montre que cette production est obtenue par transformation de la
L-arginine en L-citrulline en deux étapes : L’hydroxylation d’un azote du groupement
guanidine de la L-arginine pour former un composé intermédiaire instable la Ng-OH-L-
arginine qui se dégrade ensuite en L-citrulline et NO° (Darblade et al. 2000). Plusieurs NOS

issues de genes distincts et ayant des localisations différentes ont ét€ décrites en fonction de

Salima Smine 18



Synthese Bibliographique

leur mode de synthese (constitutive ou inductible), leurs propriétés catalytiques et leur mode

de régulation (Dudzinskiet al. 2006).

L-[guamiding-1=M Jarginine
Arginase

150, urea

NOS

arrithine

15NG

L-[uraido-1EMN]citrulline
Figure 4: les étapes de production du monoxyde d’azote (NO°)

II.4. Mécanismes de défense contre les ROS

Les radicaux libres sont produits spontanément et de maniere continue au sein de notre
organisme. Le maintien d’un niveau non cytotoxique de ROS est effectué par des systemes
antioxydants dont le r6le principal est de neutraliser et dégrader les radicaux libres. Un déficit
ou un dysfonctionnement de ces systtmes engendre une augmentation des dommages
tissulaires. Les antioxydants sont définis comme des substances qui, a faible concentration,
retardent ou inhibent significativement ’oxydation du substrat oxydable (Mezzetti et al
1990). IIs peuvent étre divisés en deux groupes selon leur mode d’action : les antioxydants

enzymatiques (ou primaires) et les antioxydants non-enzymatiques (ou secondaires).
I1.4.1. Antioxydants primaires

Ce systeme est principalement composé des superoxydes dismutases (SOD), des catalases
(CAT), des glutathions peroxydases (GPx) et des thiorédoxines (M. Higashi et Truhlar 2009).
Parmi ces enzymes, les SOD représentent la premiere ligne de défense pour contrer les ROS,
et ce sont les enzymes antioxydantes les plus importantes au niveau vasculaire (Y. Higashi et
al. 2009; Wassmann, et Nickenig 2004). Chez les mammiferes, la SOD existe sous trois
isoformes qui se différencient par leur localisation cellulaire et par leur cofacteur métallique :
une forme cytosolique associée aux ions cuivre et zinc (Cu/Zn-SOD), une forme
mitochondriale associée au manganese (Mn-SOD) et une forme extracellulaire (EC-SOD).
Méme si les SODs sont considérées comme des protecteurs contre les ROS et ont pour
objectif de neutraliser 'O,°-, elles peuvent également étre sources de ROS a cause de leurs

effets pro-oxydants par la catalyse de la dismutation des ions superoxide en H,O, toxique
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(Fridovich 1995). Afin de neutraliser I'H,O,, d’autres systemes antioxydants, tels que la

catalase (CAT) ou la glutathion peroxydase (GPx) sont nécessaires. La CAT est une molécule
hé minique de 220 kDa constituée de quatre sous-unités possédant chacune un groupement
ferritoporphyrine. Elle neutralise I’'H,0, en formant de I’'H,O et de 'O, (Mates et Kirkpatrick
1999). Quant a la GPx est une enzyme tétramérique de 80 kDa possédant un atome de
sélénium dans chacune de ses sous-unités. Elle élimine I’H,O, en oxydant un glutathion et

peut également transformer les peroxydes ROOH en acides gras hydroxylés.

La figure 5 simplifie I’interaction entre les antioxydants primaires et les différentes especes

pro-oxydantes.

Facteurs de risque (cigarette, alcool,
radiation, pollution, stress...)

NO° 02°- » HO. > H,

RO2° =——p ROOH —=>R(O° |

Figure 5: Interactions entre les ROS/RNS et les antioxydants primaires.

CAT: catalase; GPx : glutathion peroxydase ; HOCl : acide hypochloreux; H202 :peroxyded’hydrogéne
; NO° : monoxyde d’azote ; NOSs : NO synthases ; NOXs : NADPH oxydases ; OH° : radical hydroxyle ;
ONOQO- : peroxynitrite ; O,°- : anion superoxyde ; RO° : radical alkoxyle ; ROOH : hydroperoxyde
organique ; RO,° : radical peroxyle ; SODs : superoxyde dismutases.
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I1.4.2. Antioxydants secondaires

Les antioxydants secondaires sont considérés comme pi€égeurs de radicaux libres non-
enzymatiques. Contrairement aux enzymes, la plupart des antioxydants secondaires ne sont
pas synthétisés par 'organisme et doivent donc étre apportés par lalimentation. Dans cette
catégorie, on trouve les oligoéléments (cuivre, zinc, manganese, fer, selenium), les
polyphénols, le glutahion réduit (GSH), I’ubiquinone (CoQ10), I’alpha tocophérol (ou

vitamine E), I’acide ascorbique (ou vitamine C) et les caroténoides (Vertuani, 2004).
I1.4.3. Principe de la supplémentation en antioxydants

Il existe un lien étroit entre la composition de notre alimentation et le statut antioxydant de
I’organisme. En effet, un apport d’alimentation riche en fruits et légumes augmente les taux
plasmatiques de certains antioxydants (George et al. 2013; Polidori et al. 2009). Cependant,
on peut envisager une supplémentation directe en antioxydants lorsque notre alimentation ne

suffit pas a enrichir les systémes de défense antioxyant de I’organisme.

En effet, depuis plusieurs années, I’administration de composés antioxydants s’est révélée etre
une bonne stratégie de prévention contre de nombreuses pathologies. Il existe de nombreux
types de supplémentation incluant celles avec des antioxydants secondaires tels que les
vitamines et le sélénium (Derbeneva et al. 2012) mais aussi celles avec des antioxydants
enzymatiques telles que la SOD ou la CAT (Clausen 2012) qui sont plus efficaces (grace a

leur plus grande vitesse d’action et leur besoin de renouvellement plusfaible).

Contrairement a la plupart des médicaments qui sont administrés en traitement curatif, les
antioxydants sont souvent considérés comme un traitement préventif. Vu que le stress
oxydant précede souvent les effets plus néfastes de Ila pathologie, la prévention de

I’installation des ROS se révele efficace dans plusieurs maladies.

Il est aussi a signaler que les antioxydants ne sont pas, pour la plupart, des molcules pures,

ils sont souvent plus bénéfiques avant I’installation pathologique.

Pour une supplémentation en antioxydants, plusieurs voies sont envisageables. En effet, la
voie de I'injection est préférable pour obtenir un effet antioxydant plus rapide. Cependant, la
supplé mentation orale reste la voie la plus utilisée. Elle est considérée comme la voie la plus
efficace grace a la grande surface d’absorption que procure le tube digestif sans qu’elle soit

invasive.
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De nos jours, il est bien connu que les produits naturels comme beaucoup d’antioxydants, et
particulierement issus de plantes, sont bénéfiques pour la santé. Ils sont donc en général
considérés comme des produits non toxiques et ayant beaucoup moins d’effets secondaires
que les médicaments conventionnels. La législation concernant les produits naturels, établie
par la FDA (« Food and Drug Administration »), est tres exigeante a ce sujet. Cependant,
certains produits naturels se sont avérés toxiques pour ’homme. Et certaines molécules,
particulierement les antioxydants, ayant des effets bénéfiques a faible dose peuvent également
devenir néfastes avec des doses plus fortes (De Luca et al. 1996; Jain et al. 2012). D’ou vient
la nécessité de réaliser des tests de toxicité sur les produits naturels afin de vérifier qu’il n’y

ait pas d’effet néfaste aux doses utilisées.
I1.4.4. Suppléme ntation en antioxydants et obésité

Plusieurs études de recherche portant sur des rongeurs et des humains ont montré que, en cas
d’obésité et de désordres liés au syndrome métabolique, il y a une augmentation du stress
oxydant et une altération de la capacité antioxydante aussi bien au niveau des tissus que dans
le plasma (Kocic et al 2008). Il semble que le tissu adipeux et le cerveau sont
particulierement touchés par ce déséquilibre entre ROS et la défense antioxydante (Garrel et
al. 2014). 11 a ét¢ montré qu’il existe une boucle neuronale entre les tissus adipeux et le
cerveau jouant un role crucial dans la régulation de 1’homéostasie énergétique mais
également dans des pathologies métaboliques telles que 1’obésité et le diabete de type 2
(Lefebvre et al. 2010). Une supplémentation en antioxydants pourrait donc prévenir ce
déséquilibre en faveur des ROS ainsi que les désordres métaboliques qui en découlent. Dans
ce contexte, plusieurs études ont montré I’efficacité d’antioxydants sur la réduction de poids
et leurs effets bénéfiques sur les désordres associés a 1’obésité (Alizadeh et al. 2014; Ning et
al 2012). Par exemple, ’administration d’un inhibiteur de xanthine oxydase (NOX) réduit la
production de ROS dans le tissu adipeux mais aussi la dérégulation de la sécrétion
d’adipokines, I’hyperlipidémie, la stéatose hépatique et améliore le diabéte de type 2 (
Furukawa et al. 2004).

III. L’extrait de pépins et de peau de raisin (GSSE)
ITI.1. Composition du GSSE

Le GSSE est un extrait préparé a partir du raisin rouge Vitis vinifera, tres riche en composés
phénoliques tels que les flavonoides, les anthocyanines, les cathéchines et les stilbenes

(resvératrol) qui sont distribués au niveau de la pulpe, des pépins, et des feuilles (Qin et al.
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2010). Il possede des effets bénéfiques pour la santé. Son activité antioxydante est 15 fois plus
importante que celle de la vitamine C ou de la vitamine E (Muaz et al. 2011). Cette propriété
se manifeste par la capacité des polyphénols a piéger les ROS (les radicaux hydroxyles et

peroxyles), a chélater les métaux, et a limiter la peroxydation des lipides (Qinet al. 2010).

I11.2. Effets biologiques du GSSE

I11.2.1.Effet antioxy dant

Les polyphénols du raisin sont caractérisés par une activité antioxydante qui se manifeste par
une élimination des radicaux libres, une inhibition de la peroxydation des lipides et une

réduction de la formation des hydroperoxydes (Meyer et al. 1997; Saito, et Matsuki 1996).

Plusieurs méthodes ont été utilisées pour évaluer les capacités antioxydantes des composés
phénoliques issus de raisin ou de parties de raisin, telles que la méthode 1,1-diphényl-2-
picryhidrazyl (DPPH) (Odelola et Koza 1975). Des activités antioxydantes ont été également
trouvées dans le vin, le jus de raisin et les extraits de différentes parties du raisin. La plus
grande activité antioxydante a été trouvée dans les pépins de raisin, suivie de la peau alors

que la chair possede I’activité antioxydante la plus faible (Pastrana-Bonilla et al. 2003).

Pinelo et al. 2005 ont étudi€¢ I'impact du solvant sur l'activité antioxydante de la catéchine, du
resvératrol et des extraits de raisin dissous respectivement dans I'éthanol, le méthanol et I'eau.
L'activité antioxydante étant maximale dans I'éthanol, puis dans le méthanol. Elle est la plus
faible lorsqu’il s’agit de 'eau comme solvant, suggérant ainsi I’utilisation de I’éthanol comme

meilleur solvant des extraits polyphénoliques.

Les caractéristiques antioxydantes des composés phénoliques sont principalement attribuées a
leur pouvoir a éliminer les radicaux libres, a leurs propriétés de chélation de métaux, ainsi
qua leurs effets sur les voies de signalisation cellulaire et sur l'expression des genes
(Soobrattee et al. 2005; Dell et O’Kelley 2005). Arora et al. (1998) ont montré que les
flavonoides possedent une capacité antioxydante plus élevée, contre la peroxydation induite
par les ions métalliques, que par celle induite par le radical peroxyle (ROO-). Cette réaction

génere des radicaux phénoxyles stables et qui permettent de couper la chaine de réaction

(Yoshimura et al. 2003).
II1.2.2.Effet anti-inflammatoire

Les composés phénoliques dans les raisins, surtout dans les pépins de raisin, ont montré des

effets anti- inflammatoires chez le rats, la souris et ’homme (Chacén et al. 2009). (Bralley et
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al. 2007) ont montré que des extraits de raisin (peau et pépin) inhibent I’inflammation de

loreille chez la souris, la formation d’oedéme et I’infiltration des leucocytes polyonucléaires.

L'inhibition ou la réduction de I'expression des genes des cytokines semble étre la principale
voie par laquelle I’extrait de raisin exerce son effet anti-inflammatoire (Terra et al. 2009; Li et
al. 2001). Eneffet, suite a une inflammation, le prétraitement aux extraits de procyanidines de
pépins de raisin diminue la production d'IL-6 et de MCP-1, et provoque 'augmentation des
protéines anti-inflammatoires telles que les adipokines et les adiponectines. Ces résultats
montrent que ’extrait de pépins de raisin (grape seed extract « GSE ») pourrait moduler
lexpression des genes des adipokines et des cytokines lors d’un processus inflammatoire

(Chaconetal 2009).

(Terra et al. 2009 )ont rapporté que les extraits de procyanidines de pépins de raisin diminuent
I’expression de la protéine C-réactive (CRP) dans le plasma de rat ayant subi une alimentation
riche en graisses, ainsi que I'IL-6 et TNF-a qui ont ét¢ détectées dans le tissu adipeux
mésentérique. D'autres recherches ont démontré que lexpression des ARNm de la CRP
diminue dans le foie et dans le tissu adipeux mésentérique. Suggérant ainsi que les troubles
métaboliques et inflammatoires induits par les taux élevés des lipides ont été

considérablement inhibés.
II1.2.3 Effet anti-vieillissement

Les polyphénols du GSSE et en particulier le résveratrol, stimule I’expression d’une famille
de génes, les sirtuines. Ces génes codent pour une classe d’enzymes « les déacétylases » qui
ralentissent le vieillissement en agissant sur de nombreux mécanismes cellulaires, tels que la

réparation de I’ADN et la résistance au stress oxydatif.

Selon une étude conduite a Harvard Medical School, le resvératrol active un gene de
longévité (Sir2) dans certaines souches de levure et permet d’accroitre leur espérance de vie
de 70%. 1l agit de facon analogue a la restriction calorique (seule méthode scientifiqueme nt

prouvée pour accroitre la longévité) par I’activation des génes SIR (Chen et al. 2006).

Des chercheurs de Boston ont aussi réussi a mettre en évidence les effets de ce polyphénol
chez les souris. Ils ont montré que les effets néfastes d’un régime hypercalorique sur la
longévité et la santé des souris sont neutralisés par le resvératrol. Par rapport aux souris qui
n’en regoivent pas, celles qui traitées au resvératrol sont plus sensibles a I’insuline. Elles ont
aussi un nombre plus important de mitochondries, un facteur de vitalité¢ et de longévité(Baur

et Sinclair 2006).
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I11.2.4.Effet anti-cancéreux

Plusieurs travaux ont montré que les extraits de raisin et ses produits possedent une activité
anticancéreuse. En effet, (Hudson et al. 2007), ont trouvé que l'extrait de peau de raisin induit,
a des taux élevés, lapoptose des lignés de cellules tumorales de la prostate. De méme lextrait
de pulpe inhibe Iactivité des métalloprotéinases 2 et 9, qui dégradent la matrice
extracellulaire et permettent de détacher les cellules cancéreuse (Lazze et al. 2009). De plus
les composés phénoliques du jus de raisin diminuent significativement la formation d'adduits
d’ADN chez des rats atteint de cancer (Jung et al. 2006) et inhibent la synthese de I ADN dans
les cellules du cancer du sein (Singletary 2003). Les extraits de peau de raisin agissent sur la
régulation de lapoptose des cellules via la phosphatidylinositol 3-kinase-Akt et la MAP

kinase. IIs inhibent la transcription Akt, et activent les protéosomes (Hudson et al. 2007).
II1.2.5. Organes protecteurs
I11.2.5.1. Protection du cceur

En plus du pouvoir antioxydant des extraits de raisin, les extraits de pépins de raisin (5-50 mg
/mL) provoquent la réduction de ladhésion et de lagrégation plaquettaire ainsi que la
génération de l'anion superoxyde. Ces extraits seraient plus efficaces que le resvératrol pur
(Olas et al. 2008; Shanmuganayagam et al. 2007) ont tent¢ d’étudier le potentiel des
composés phénoliques & inhiber lagrégation plaquettaire induite par I’hypercholestérolémie
chez le lapin. Le jus de raisin (225 ml / jour), induit dans le cas d’un régime
hypercholestérolé mique pendant 96 jours, une parfaite diminution de lagrégation plaquettaire
et le développement de lathérome a été diminué de pres de 30% par rapport au groupe
t¢émoin. Les stries lipidiques aortiques de hamster diminuent également d’une maniére
significative chez les sujets traités respectivement par la catéchine (84 %), la quercétine (80%)

et le resvératrol (76% ) par rapport a ceux des animaux témoins (Auger et al. 2005).

(Neri et al. 2005) ont montré que les anthocyanes du vin et de la peau de raisin inhibent
lactivit¢ phosphodiestérase-5, ce qui réduit le risque de maladies cardiovasculaires par
vasorelaxation des vaisseaux. Falchi et al. (2007) ont réalisé des ischémies cardiaques sur des
ceeurs isolés de rats pendant 30 min suivies de deux heures de reperfusion, et ont constaté que
les 1ésions ischémiques ont significativement diminué chez les rats prétraités pendant 30 jours
avec des extraits de la chair et la peau des raisin. Des résultats similaires ont été également

obtenus avec I’utilisation de ’extrait de la chair et de peau de raisin.

II1.2.5.2. Protection du cerveau
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Les différents extraits de raisins possedent en plus effets décrits ci-dessus, des effets
protecteurs sur le cerveau. En effets, Jiang et al. (2009) ont trouvé que la consommation de
I’extrait de pépins pendant 6 mois, prévient ’accumulation du béta-amyloide au niveau du
cerveau et diminue son taux au niveau du plasma chez des souris modeles de la maladie
d’Alzheimer. Il prévient aussi, selon les travaux de Wang et al. (2010), la formation
d’oligomére de béta-amyloide et la détérioration des capacités cognitives chez ce méme type
de souris. De plus, d’autres études ont montré que I’extrait de pépins de raisins protége le
systeme nerveux central contre I’accumulation des dommages oxydatifs de '’ ADN causés par
le vieillissement (Balu et al. 2006; Bagchi et al. 1998) ont démontré que I’extrait de pépins de
raisin diminue la lipoperoxydation et la fragmentation de I’ ADN au niveau du cerveau. Le
GSE aurait également, des effets antivieillissement démontré par Balu et al. (2006) qui ont
trouvé que le GSE stimule les enzymes antioxydantes chez les rats 4gés au niveau de la
moelle épiniere, du cortex cérébral, du striatum et de I’hippocampe et augmente aussi les
systtmes antioxydants non enzymatique tels que le glutathion réduit, la vitamine C et la
vitamine E. Le GSE réduirait ainsi par ces mécanismes, la peroxydation de lipides et les
dommages cellulaires liés aux radicaux libres au niveau du systeme nerveux central chez les

rats agés.
II1.2.5.3. Protection des reins

Les polyphénols du GSSE jouent un rdle important en stimulant le systeme antioxydant,
puisqu’ils se comportent comme extracteurs de ROS, chélateurs de métaux et modulateurs
d’enzymes (Pietta et al. 1998). En accord avec cette propriété, il a été démontré que le
resvératrol supprime la protéinurie, I’hypoalbuminérie et I'hyperlipidémie induites chez le rat
par un antisérum rénal (Nihei, 2001). En outre, des études ont aussi prouvé les effets
rénoprotecteurs pour d’autres polyphénols comme la quercétine (Kitamura et al. 2000) et la
rutine (Shimoi et al. 1997). D’autre part, on a également constaté que le traitement avec le
GSSE protege de maniere significative contre la néphrotxicité¢ induite par le cisplatine. Dans
une étude faite chez des rats diabétiques, le GSSE aurait un effet rénoprotecteur par des

mécanismes liés & ses capacités antioxydantes et a diminuer le taux du NO ainsi que I’activité

des NOS (Wanget al. 2006).

Le resvératrol protégerait €également les cellules rénales contre les dommages de I’ischémie-

reperfusion, en stimulant la production du NO.

II1.2.5.4 Protection du foie

Salima Smine 26



Synthese Bibliographique

Un effet hepatoprotecteur par le GSSE contre les dommages oxydatifs a été prouvé suite a une
ligature du canal choledoque chez le rat. L’effet du GSSE comporte probablement 1’inhibition
de l'infiltration de neutrophiles ainsi que la peroxydation lipidique (Dulundu et al. 2007).
Dans une autre étude réalisée sur les hépatocytes de rats, le GSE protegerait la membrane
cellulaire contre les dommages oxydatifs induits par ’adryamicine, en atténuant ’oxydation
des protéines et des lipides. La perturbation des niveaux d’ATP et de GSH par ’adryamicine
a ¢été cormrigée a laide du GSSE (Valls-Belles et al. 2006). Chez la souris, les
proanthocyanidines sont capables d’augmenter ’expression de la Bcl-xL diminuant ainsi
I’effet de ’acétaminophéne qui induit des dommages au niveau de ’ADN, I'apoptose et la
nécrose des hépatocytes (Ray et Chakrabarti 1999). D’autre part, le GSSE induit 1’expression
du CYP7AI dans le foie, suggérant une élimination accrue du cholestérol par la voie des

acides biliaires.
IV. La protéomique
IV.1. Définition

Le protéome est un terme désignant ’ensemble des protéines d’un organite, d’une
cellule, d’un tissu, d’un organe ou d’un organisme a un temps donn¢ (Wilkins et al. 1996).
Les protéines sont constituées d’un assemblage d’acides aminés reliés entre eux par
des liaisons peptidiques. Un acide aminé est constitué d’un squelette hydrocarboné possédant
un groupement amine (-NH2), un groupement carboxylique (-COOH) et une chaine latérale.
En protéomique, les échantillons étudiés peuvent étre de différentes natures et représenter un
protéome entier (organisme, cellule), un sous-prot€éome (organite, compartiment sub-
cellulaire, phosphoprotéome) ou encore un complexe protéique, mais ils sont toujours
constitués de protéines en mélange. Leur complexité est plus ou moins importante. Elle peut
varier d’une centaine de protéines s’il s’agit de complexes protéiques purifiés, a plusieurs
milliers voire dizaines de milliers de protéines dans le cas de protéomes entiers de
mammiféres. L’analyse protéomique doit donc étre capable d’identifier un maximum de

protéines pour couvrir et caractériser au mieux le protéome étudié.

Le concept de la protéomique a connu son véritable point de départ en 1975 quand
O’Farell a pu séparer 1100 composés proté€iques par ¢€lectrophorése bidimensionnelle chez
Escherichia Coli (O’Farell 1975). De méme et a la méme période, Klose et Sheele ont séparé
les protéines de la souris et du cochon de Guinée par la méme technique (Scheele 1975).

Néanmoins a cette époque 13, les limites de la technologie ne permettaient pas d’identifier les
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protéines et donc, I’électrophorése bidimensionnelle n’était qu’une méthode descriptive. C’est
le développement simultané des techniques de séparation des protéines et des peptides et leur
analyse par spectrométric de masse qui ont permis l’essor de la protéomique. 11 faut
néanmoins souligner que les grandes performances de cette approche reposent sur ’ensemble
des données acquises en génomique couplées au développement simultané de différentes
techniques allant de la préparation des échantillons (fractionnement, gel d’électrophorése,
chromatographie liquide...) aux analyses bioinformatiques (banque de données génomique et

protéique) tout en passant par la spectrométrie de masse.

Depuis 1995, le nombre de publications croit d’une maniére exponentielle en protéomique :

on peut dénombrer plus de 62900 articles publi€s en 2013.

Contrairement au génome, le répertoire des protéines présentes ainsi que leur
abondance varient selon le type de cellules, I’environnement et I’activité cellulaire. Les
protéines résultent de la transcription puis de la traduction des genes. Ces chaines
polypeptidiques peuvent subir des modifications post-traductionnelles non détectables par la
seule analyse du génome ou des transcrits des genes (transcriptome). Ces modifications post-
traductionnellessont des modifications chimiques réalisées le plus souvent par une enzyme,
entralnant notamment un changement de la fonction de la protéine, de sa localisation
cellulaire, des cascades de signalisation. Ces modification interviennent au cours de divers
processus comme par exemple la synthese protéique, la prolifération, le stress oxydatif ou

encore I’apoptose.

La protéomique désigne I’étude de la structure, des fonctions et de ’expression des
protéines, ainsi que les interactions protéines-protéines Un objectif majeur de lanalyse
protéomique vise a identifier les marqueurs caractéristiques d’un phénomeéne physiologique
ou d’un processus cellulaire. Avec les progrés réalisés ces dernieres années en
bioinformatique et en spectrométrie de masse, la protéomique est en plein essor pour étudier
les biomarqueurs. Le nombre de publications par an dans le domaine de I’identification de
biomarqueurs protéiques (mots clés «biomarker » « proteomic » dans la base de donnée

NCBI Pubmed) est passé de 14 en 2000 a 1291 en 2012.

A Theure actuelle, le décodage du génome humain est constitu¢ de 22000 geénes. La
transcriptomique étudie I’expression globale des génes. Mais I’analyse des transcrits n’est pas
suffisante : les niveaux d’ARNm exprimés (acides ribonucléiques messager) ne correlent pas
toujours avec les niveaux protéiques (Gygi et al. 1999 ).La protéomique est donc différente

mais complémentaire de la genomique et la transcriptomique (figure 6). Les protéines ne sont
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pas isolées dans les cellules, elles interagissent avec d’autres facteurs: On parle donc
d’interactomique. Quant a la métabolomique, elle étudie 'ensemble des métabolites d’une

cellule (sucres, lipides...).

Génomique

ﬂTranscription

Transcriptomique

ﬂTraduction

Protéines ,:> Meétabolites

>900000 Interactions Produits | 2900 petites
moléculaires fonctionnels

Protéomique
1 métabolomique

Figure 6 : Les « Omiques »

IV.2. Démarche protéomique

Dans sa version originale, la préparation de I’échantillon est considérée comme la premicre
¢tape de l’analyse protéomique. C’est I'étape la plus importante. 11 s’agit d’extraire,
solubiliser et séparer les protéines contenues dans 1’échantillon étudi¢. Dans un design plus
récent, les échantillons sont analysés au niveau peptidique ce qui nécessite une étape de
digestion enzymatique préalable du mélange protéique. Dans ces deux cas de figure, les
peptides sont séparés par des méthodes électrophorétiques ou chromatographiques (figure
7).I1 s’ensuit une analyse par spectrométriec de masse (SM) permettant I'identification des
protéines. L’exploitation des spectres se fait ensuite grice a des outils de bioinformatiques
tres spécialisés. A cette démarche classique peut s’ajouter une étape de quantification relative

ou absolue, avec ou sans marquage des échantillons protéiques ou peptidiques. Suivant la
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méthode de quantification utilisée, elle peut avoir lieu en amont ou en aval de I'étape de

spectrométrie de masse.

Extraction des protéines \

Digestion enzymatique
des protéines

A 4
Séparation des protéines/ peptides /
(in-gel, off-gel)

/\

T = Digestion enzymatique
Quantification des protéines & y q
des protéines

| G —

Spectrométrie de masse

==

Quantification des protéines

S \,

Identification des protéines

Figure 7: Schéma classique d’une dé marche protéomique orientée vers I’analyse de
biomarqueurs

» Séparation des protéines et des peptides

Une approche référencée « shotgun » consiste a étudier le protéome complet d’un échantillon
biologique (cellule, tissu, fluide) en une seule expérience (Liu, Sadygov, et Yates 2004).
Selon la nature de I’échantillon et I’objectif de I’analyse, les protéines extraites peuvent
ensuite €tre fractionnées (par exemple sur gel 1D SDS-PAGE), des protéines spécifiques
peuvent étre enrichies a partir de I'extrait (analyse de sous-protéomes ou de complexes
protéiques), ou I'extrait total peut €tre analysé. La principale difficulté est la complexité des
échantillons analysés. En présence de protéines tres abondantes, il est tres difficile de détecter
les protéines de treés faibles concentrations (Anderson et Jennifer 2002). L’analyse de
peptides trypsiques est techniquement beaucoup plus simple que celle des protéines entieres.
Cependant, comme chaque protéine digérée par la trypsine produit de nombreux peptides (une

cinquantaine en moyenne), la complexité¢ de I’échantillon est considérablement augmentée.
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Pour faire face a celle-ci, le mélange peptidique est séparé sur une chromatographie liquide
(LC) en phase inverse avant d’étre inject¢ dans le spectrometre de masse. Cette étape de
fractionnement permet donc de décomplexifier I’échantillon pour couvrir et caractériser au
mieux le protéome étudié. Cette €tape de séparation est primordiale dans une approche

protéomique et varie selon la méthode de quantification adoptée.
a) Méthodes in-gel

Dans le cadre d’une analyse protéomique, I’électrophorese bidimensionnelle (2-DE) occupe
une position centrale entre la préparation de ’échantillon et ’analyse par spectrométrie de
masse. Développée en 1975 (O'Farrell 1975) et constamment améliorée (Anderson 2002),
I’électrophorése bidimensionnelle combine deux principes de séparation successives : la
premiere se fait selon le point isoélectrique de la protéine (pI) appelée isoélectrofocalisation
(IEF) tandis que la seconde orthogonale s’effectue en condition SDS-PAGE c'est-a-dire selon
les masses moléculaires (MW) des protéines(figure 8). Ainsi, les protéines focalisées dans la
méme zone de pH sont ensuite séparées selon leur masse moléculaire. De cette maniere une
séparation des protéines aux propriétés proches de mélanges protéiques complexes serait

possible avec une grande résolution.
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Figure 8: Schéma de la 2-DE

La premiere dimension (focalisation isoélectrique) sépare les protéines dans un gel
d’acrylamide dans lequel régne un gradient de pH. Les protéines sont des composés
amphotéres, c’est a dire chargés positivement et négativement. Sous I'effet d’un gradient
électrique, les protéines vont migrer dans un gradient de pH dans un gel d’acrylamide
(Righetti et Bossi 1997). Le pl d’une protéine correspond au pH pour lequel les protéines
deviennent neutres et vont stopper leur migration le long du gradient de pH. C’est une
méthode devenue trés fiable et reproductible, notamment par I'utilisation de bandelettes a

gradient de pH immobilisé (Righetti 1989).

La seconde dimension est une électrophorese classique SDS-PAGE, lors de laquelle les
protéines sont séparées uniquement selon leur masse moléculaire. La présence de sodium
dodecyl sulfate (SDS), un détergent anionique uniformise la charge de toutes les protéines et
I’application d’un champ ¢électrique permet la migration des protéines a I’intérieur du gel
réticulé. Ce gel est réalisé a ’aide d'acrylamide et d’un agent réticulant, le bisacrylamide (N,

N methylene-bisacrylamide). La polymérisation nécessite I’ajout du persulfate d’ammonium,
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I’initiateur qui forme spontanément des radicaux libres au niveau des doubles liaisons C-C de
lacrylamide et de l'agent réticulant. Pour que la polymérisation se fasse de fagon rapide et

fiable, il est nécessaire d’ajouter un catalyseur, le tetramethylethylenediamine (TEMED).

Pour obtenir une carte 2D de bonne qualité, différents prétraitements doivent €tre
effectués. Le but de ces opérations étant d’atteindre une bonne focalisation et un niveau de

reproductibilité satisfaisant.

e Solubilisation : les surfactants par leur caractere amphiphile favorisent Ia
solubilisation des protéines les plus hydrophobes. Le CHAPS est un détergent non-

ionique qui ne perturbe pas la premiére étape de I’¢lectrophorese bidimensionnelle.

e Dénaturation : les agents chaotropes ('urée et la thiourée) détruisent la structure

tertiaire des protéines (destruction des liaisons H).

e Réduction : des agents réducteurs (DTT...) participent également a la dénaturation en

réduisant les ponts disulfures a I’origine de la stabilité des édifices protéiques.

e Alkylation : les groupements thiol des cystéines sont alkylés de facon irréversible afin

d’éviter leur réoxydation.

Plusieurs techniques de détection post-électrophorétiques sont actuellement présentes sur le
marché. Ainsi, parmi ces techniques, les plus connus sont la coloration au bleu de Coomassie
(Neuhoff et al. 1988), au nitrate d’argent (Rabilloud 1990)ou par fluorescence (Tokarski et al.
2006). Cependant, il est important de vérifier la compatibilité des colorants utilisés avec
I’analyse par spectrométrie de masse choisie (White et al. 2004): tel est le cas de la coloration
par fluorescence. La coloration a I’argent est plus sensible que celle aubleu de Coomassie. La

détection y est de I'ordre de ng mais propose une gamme dynamique restreinte.

Plus récemment, la coloration aux fluorochromes (Sypro Ruby, Sypro Orange,...) est
considérée comme la méthode la plus sensible. Son potentiel de détection rend son utilisation
idéale pour I'analyse d’un protéome tant d’un point de vue dynamique que quantitatif (Gygi et

al. 2000; Shaw et al. 2003) (figure 9).

Cependant, cette méthode s’aveére couteuse nécessitant des scanners spécifiques (Chakravarti
et al. 2010). Les protéines peuvent étre également visualisées par autoradiographie apres
marquage radio-isotopique de I’échantillon (Link et al. 1999). Enfin, les protéines peuvent

étre révélées apres transfert du gel sur des membranes de nitrocellulose ou de polyvinylidene
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difluorure :PVDF, (Burnette 1981a), a l’aide d’anticorps spécifiques liés a une enzyme

émettant un signal photométrique oucolorimétrique.

Figure 9: Carte protéomique de deux échantillons marqués a ’aide de 2 fluorochromes
différents : Cyanine3 et Cyanine5 (Source GE Healthcare).

Avantages et inconvénients :

Cette technique a révolutionné le domaine de la protéomique puisqu’elle permet de séparer un
nombre important de protéines (forte résolution) tout en étant trés sensible. La 2-DE s’avere
tres sensible et permet de détecter jusqu'a 5 fmol de protéines (Viswanathan et al 2006) et
jusqu’a 2000 protéines par carte protéomique. Cependant, cette technique longue et délicate a
mettre en ceuvre présente des limites qui lui sont propres. Les protéines les plus lourdes et les
plus légeres ne sont pas résolues, la gamme d’étude de pl est limitée (Chen et al. 2006); seules
les protéines solubles et relativement abondantes pourront étre étudiées. Ainsi, les mélanges
trop complexes peuvent poser problemes (Stasyk et Huber 2004). Il est également difficile
d’automatiser cette méthode, relativement chronophage. Afin de fractionner au maximum
I’échantillon protéique, d’autres approches ont ét¢ développées, sans avoir recours au gel

d’acrylamide.
b. Méthodes off-Gel

Face au tres grand nombre de peptides digérés a la trypsine, des approches hors gels ont été
mises en place permettant d’obtenir directement les différentes fractions de I’échantillon sous

forme liquide avant d’étre injectées au spectrometre de masse.
b.1. La chromatographie en phase liquide LC

C’est la technique de choix pour la séparation de mélanges peptidiques grice a sa résolution,

sa flexibilité et ses possibilités de couplage direct au spectrometre. Il s’agit d’une séparation
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des molécules entrainées par une phase mobile a travers une phase stationnaire. En
protéomique, les molécules séparées par chromatographie liquide sont, le plus souvent, des
peptides obtenus apres digestion des protéines par une enzyme protéolytique (trypsine,
pepsine...). Suivant la phase stationnaire utilisée, différents types de chromatographie sont
disponibles : phase inverse, échange d’ions, exclusion stérique et affinité. Les colonnes
chromatographiques classiques utilisées lors d’une approche protéomique sont des colonnes
en phase inverse. Elles permettent la séparation des peptides selon leur hydrophobicité et leur
taille. La séparation est effectuée grice a un gradient d’élution qui met en jeu une variation
continue de I’hydrophobicité de I’éluant (mélange eau/acétonitrile/acide généralement),
compatible avec une infusion directe dans la source du spectrometre. Au cours de ce gradient
chromatographique, les peptides sont retenus dans la colonne pendant un certain temps selon
leur hydrophobicité puis seront €lués a un temps de rétention (RT) donné sous forme d’un pic
chromatographique détecté par le spectrometre de masse. Pour que le systeme
chromatographique soit compatible et efficace, les colonnes ont été miniaturisées (Davis et al.
1995). L’utilisation de la LC permet de diminuer I’effet de suppression d’ions, ou le signal
d’un ion majoritaire supprime l’autre d’un ion minoritaire. Ceci permet d’augmenter la

gamme dynamique observable.

Selon le cas d’étude, plusieurs étapes de chromatographie peuvent étre associées et sont
retrouvées dans la littérature protéomique sous I’appellation Multidimensional Protein
Identification Technology : MudPIT(Wolters, Washburn, et Yates 2001). Ces stratégies
peuvent étre constituées d’une premiere séparation effectuée sur une colonne échangeuse

d’ions et d’une seconde effectuée sur une colonne phase inverse.
b.2. Electrophorese capillaire

C’est une technique complémentaire des méthodes chromatographiques qui permet la
séparation d’un grand nombre de molécules selon leurs propriétés électrophorétiques sous
I’action d’un champ électrique (Jorgenson et Lukacs 1981). Si les premiers développements
de [Délectrophorese capillaire ont été réalisés dans des laboratoires de recherche, cette
technique fait aujourd’hui son entrée au laboratoire de biologie clinique. En effet, son pouvoir
de séparation remarquable, sa rapidité, ses applications potentielles et son automatisation en
font une alternative performante par rapport a d’autres méthodes souvent consommatrices de
temps. Sa versatilité permet de 1’utiliser pour la séparation et la quantification de nombreuses

molécules biologiques aussi variées que les protéines, les lipoprotéines, les acides nucléiques
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ou des molécules de petite taille telles que les acides aminés, les acides organiques et les

médicaments ou les toxiques (Blessumet al. 1999).

b.3 Systeme de fractionne ment OFFGEL
OFFGel est un systtme d'électrophorese préparative pour fractionner des échantillons
complexes, séparer les protéines selon leur point isoélectrique (pl), et les récupérer avec
d'excellents rendements notamment pour analyse LC/MS. Cette stratégie de séparation a
démontré son efficacité et sa reproductibilité pour des mélanges de peptides (Horth et al
2006). Pour ce faire, un dispositif composé de multiples micro-puits est déposé sur un gel
dans lequel regne un gradient de pH (figure 10). Les échantillons peptidiques sont mélangés a
un tampon contenant des ampholytes et sont déposés dans chaque micro-puits. Sous 1’effet
d’un champ ¢électrique, les peptides vont diffuser a travers le gel et les phases liquides des
différents compartiments pour atteindre le micro-puits ol regne un pH correspondant a leur
pl. Les fractions liquides contenues dans chaque puits peuvent alors étre analysées

individuellement.

Une étude récente a d’ailleurs montré la compatibilité fonctionnelle de la séparation OFFGEL
avec une méthode de quantification par marquage isotopique (iTRAQ) des échantillons, ainsi
que I’importance d’un fractionnement préalable des échantillons complexes pour les études

protéomiques quantitatives (Chenau, 2008).
Caractéristiques et avantages clés :

e Préparateur de protéine selon leur pl résolution 0.1-06 pH capacité du pg au mg jusqu'a 16

échantillons/run
eRécupération des protéines en solution/facilite le transfert en LC/MS

e Augmente sensiblement le nombre de protéines identifiées par LC/MS

Figure 10: Systeme de fractionnement 3100 OFFGEL® (d’apres Agilent technologies).
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IV.3. Spectrométrie de masse et Protéomique

IV.3.1. Principe de la spectrométrie de masse

Depuis 1980, la spectrométrie de masse a joué unréle important dans I’analyse d’échantillons
biologiques. C’est une technique d’analyse physico-chimique permettant de détecter,
d’identifier et de quantifier des molécules d’intérét par mesure de leur masse. Son principe
réside dans la séparation en phase gazeuse de molécules chargées (ions) en fonction de leur
rapport masse/charge (m/z). Classiquement, [Iidentification des protéines exige la
détermination partielle ou totale de leurs séquences par la méthode d’Edman (Swank et
Munkres 1971) mais celle-ci est limitée a ’étude des polypeptides purifiés et non bloqués au
niveau du N-terminal. De plus, la spectrométrie de masse permet de caractériser la structure
chimique des molécules en les fragmentant. Le spectrometre de masse est constitué de trois
modules. Une source d’ionisation, un analyseur en masse (m/z) et un détecteur de courant
d’ions (figure 11). Les molécules a analyser sont, dans un premier temps, ionisées et amenées
en phase gazeuse au niveau de la source. Les ions produits sont ensuite séparés selon leur
rapport m/z puis collectés par le détecteur qui quantifie leur intensité et amplifie le signal. Ces
derniéres étapes s’effectuent dans un vide poussé afin d’¢viter toute collision entre les ions et
les molécules de gaz. Apres la détection, un systeme informatique permet le traitement des
données et génere un spectre de masse reflétant la variation du courant ionique observé en
fonction du rapport m/z et permettant ainsi la détermination de la masse moléculaire des

especes ionisées (Domon et Aebersold 2006a).

Traitement
du signal

échantillon

Source dions |mmmp| Analyseuren gy | pitecteur |mimm)

masse

Production d’ions en
phase gazeuse

Séparation des ions

produits en fonction de

Conversion d'un
courant ionique en

m/z courant électrique
Analyseur Cellule de Analyseur 2
1MS collision MS/MS
L X L
... ® ®
[ &

-,
o
.,

Représentation des
données dans un
spectre de masse

Figure 11: Principe de fonctionne ment d’un spectromeétre de masse
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IV.3.2 .L’ionisationdans la source
a) L’ionisation chimique

La spectrométric de masse a longtemps ét¢ réservée a lanalyse de petits composés
thermostables a cause de I'absence de techniques d’ionisation permettant I’ionisation et le
transfert de macrobiomolécules intactes en phase gazeuse sans fragmentation excessive. Ce

type d’ionisation s’adresse a des composés volatils, apolaires et stables a la chaleur.

CH, + &

A J

CHys*e + 2é&CH4; (méthane) en large excés

CHs*es CH4CHs*CHse p» & électron de haute énergie

CHg* + M MH* + CHs lon moléculaire @ M+1

v

CHg* + M M CHs*® lon moléculaire a M+16

A J

Une molécule de méthane qui regoit I'impact d’un électron a haute énergie émis par un
filament chauffé¢ a haute température va subir ’arrachage d’un électron pour donner un ion

radicalaire chargé positivement (CHa**).

Il s’ensuit une réaction qui donne naissance a des ions CHs* pouvant réagir avec les
molécules d’analyte (M) arrivant dans la source. Ce type de réaction ions-molécules produit
principalement des ions [MH]* et [M CHa,]*s. D’autres gaz d’ionisation chimique peuvent étre

utilisés, tels que I'isobutane et ’ammoniac.
b) La source MALDI (Désorption/Ionisation Laser Assistée par Matrice)

Cette méthode d’ionisation a été décrite a la fin des années 1980 par une équipe japonaise
menée par K. Tanaka (Matsumura et al. 1988). Cette ionisation s’adresse aux molécules
polaires, peu volatiles comme les peptides et les protéines. Les avancées accomplies grace a la
source MALDI ont été reconnues dans le domaine scientifique et ont ét€ récompensées en

2002 par un prix Nobelde chimie.
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Figure 12: schéma d’une ionisation par la source MALDI.

L’analyte M est dispersé dans une solution saturée de petites molécules aromatiques ( matrice)
et ’ensemble est co-cristallisé par évaporation du solvant. Le dépot solide obtenu est irradié
par un laser de longueur d’onde ou les molécules de matrice ont une forte absorption. Il en
résulte la désorption des ions formés par transfert de proton (H) entre la matrice photoexcitée
et Panalyte M: [MH]" (figure 12). Les matrices se différencient par la quantité d’énergie
qu’elles induisent au cours de la désorption et de I’ionisation et par le degré de fragmentation
qu’elles produisent. La matrice est aussi considérée comme source de protons H* permettant
I’ionisation des analytes. Les matrices les plus couramment utilisées sont l'acide 2,5
dihydroxybenzoique (DHB) et I’acide alpha- cyano- 4-hydrocinnamique (CHCA) pour
I’analyses de peptides et de protéines entieres. La source MALDI a une grande tolérance vis-
a-vis des sels, des tensio-actifs et d’autres interférents. Selon le mode d’ionisation, il ya une
génération préférentielle des ions monochargés MTH' et M'H'. Les protéines ou les peptides
sont les plus souvent analysés en mode positif. Toutefois, il est possible d’observer des ions
d’adduits dus aux sels ou aux tampons (M'K*, M"Na", M'NH4"). La source MALDI est

généralement associée a un analyseur a temps de vols (voir partie III).
¢) La source « electrospray »

La naissance des sources «electrospray » ou (électronébulisation, ESI) date de la fin des
années 1960 quand Dole met en évidence la formation d’ions directement a partir de la
surface d’un liquide sous I’action d’un champ ¢lectrique intense (figure 13). L’¢lectrospray
est produit par application d’un fort champ électrique sur un liquide contenant I’analyte M

traversant un capillaire. Ce champ provoque une accumulationde charges a la surface du
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liquide en sortie du capillaire, ce qui va former de fines gouttelettes hautement chargées

(nébulisat).
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Figure 13: schéma de I’électronébulisation (ESI)

L’¢vaporation de solvant conduit au rétrécissement de la taille des gouttelettes jusqu’a ce que
le champ électrique a leur surface soit suffisant pour provoquer la désorption des ions.
Contrairement a I'ionisation MALDI, les ions produits sont le plus souvent multichargés.
L’obtention d’ions multichargés a comme avantage de permettre I’analyse de molécules
pouvant atteindre des masses moléculaires supérieur a 100KDa, et par conséquent
compatibles avec 'utilisation d’analyseurs a gamme de masse limitée, comme les pieges

ioniques.

Quelque soit le mécanisme responsable de la formation des ions en phase gazeuse, 1’ESI est
aujourd’hui une méthode d’ionisation tres répandue dans divers domaines (protéomique,

biologie, chimie, pharmacie...).
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IV.3.3.Les analyseurs
Différents types d’analyseurs de masse et d’instruments hybrides peuvent €tre couplés aux

sources d’ionisation ESI et MALDIL.
On distingue deux catégories :

» Les analyseurs a faisceaux d’ions : les quadripdles (Q) et les analyseurs a temps de vol

(TOF:Time Of Flight)

> Les analyseurs a piégeage d’ions : Les analyseurs de type résonance cyclotronique
ionique a transformée de Fourrier (FT-ICR: Fourrier transform ion cyclotron

resonance, [’orbitrap et les pieges a ions (IT : Ion Trap).

Ces analyseurs sont utilisés seuls ou assemblés (Q-TOF ou TOF-TOF) afin de former des
hybrides possédant des avantages de chaque analyseur. Chaque analyseur possede des
caractéristiques et performances analytiques propres a lui. Les principales caractéristiques
d’un analyseur sont la résolution, la précision sur la mesure de masse, la sensibilité et la

gamme de masse détectable, c'est-a-dire la gamme du rapport m/z qu’il peut identifier.

o La résolution représente la capacité¢ de I’analyseur a séparer deux pics proches c'est-

a-dire deux ions de m/z voisins (figure 14).

R =M/AM

Valée & 1

M Meam

Figure 14: Représentation du calcul de la résolution d’un pic en spectrométrie de masse

R (Résolution) =M/AM correspond au rapport m/z mesuré (en Da)
AM correspond a la largeur du pic 2 mi-hauteur
Si M/AM< 5000 : résolution faible

Plus la résolution est élevé plus le pic sera fin et plus la mesure en masse sera précise.
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o La précision sur la masse de m/z représente la capacité du spectrometre a mesurer la
masse la plus proche possible de la masse théorique. Elle exprimée en ppm (partie
par million). Elle est définie par le rapport : (AM/M) x10, AM étant I’erreur commise

sur la mesure de la masse théorique (M).
o La sensibilité correspond a la quantit¢ minimale d’échantillon détectable

Les analyseurs sont également caractérisés par leur vitesse de balayage qui correspond au

temps consacré pour I'établissement d’un spectre dans une gamme de m/z donnée.

Le tableau suivant compare les performances des analyseurs les plus courants :

Analyseur Gamme de masse Résolution Précision sur la mesure
de masse (ppm)
Quadripole 103a10% 1022 10® 100
Piege a ions 103a10° 1022 10° 50a 100
Temps de vol >10° 103a 10* 5220
Résonance 104 10*a 10° 0,1a5
cyclotronique
Orbitrap 10° 108 1a2

Tableau 3 : Principales performances et caractéristiques des analyseurs

La source MALDI est généralement utilisée avec un analyseur a temps de vol (TOF). Il s’agit
de mesurer le temps de vol d’un ion préalablement accéléré au travers d’une région libre de
champ « ou tube de vol » avant d’atteindre le détecteur. Le rapport m/z est directement lié au

temps de vol et a la vitesse des ions selon les relations suivantes :
m/z=2Vo t2/12 (Vo, 1 sont connus)
m/z=fonction du temps de volt

Pour la protéomique, différents types d’analyseurs peuvent étre utilisés : des analyseurs de
basse résolution comme le quadripdle (Q) et la trappe ionique (Ti), des analyseurs haute
résolution comme le temps de vol (TOF), ou encore plus résolutifs comme la résonance

cyclotronique ionique 2 transformée de Fourier (FTICR) et 'Orbitrap®

a. Les analyseurs a temps de vol (TOF)
Par son concept de base, ’analyseur TOF est le plus simple des analyseurs. Il consiste a
mesurer le temps que met un ion, accéléré par une tension électrique, a parcourir une distance
donnée dans un tube de vol (région libre de champ) pour atteindre le détecteur. La mesure du

temps de vol des ions est corrélée a leur rapport m/z. L’analyseur TOF est adapté aux sources
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pulsées (MALDI) puisqu’il nécessite que les ions soient produits par paquets successifs

(figure 15).

Sous I’action du champ ¢électrique, tous les ions de méme charge ont la méme énergie
cinétique, ils vont se séparer dans la zone d’accélération selon leur vitesse acquise. Plus I’ion
sera léger plus il sera rapide et arrive au détecteur plus rapidement qu’un ion lourd. Les
analyseurs TOF ont une trés haute sensiilité puisqu’ils détectent tous les ions. Mais la
limitation de cette technique a ses débuts était sa faible résolution a cause de la dispersion

énergétique a I’entrée de ’analyseur.

En mode de détection linéaire, la résolution est faible, de 1’ordre de 5000. Ce mode de
détection n’est pas limité en m/z. Il est adapté particulicrement a 1’é¢tude des molécules de

haute masse moléculaire comme les protéines entieres.

V
%

—E—-5—7F >

Zone
d’accélération Zone de vol, libre de champ  Deétecteur linéaire

Figure 15: Trajet d’un ion en mode linéaire dans un analyseur TOF

Le mode lin€éaire n’est pas assez résolu pour identifier une protéine a partir de ses peptides
trypsiques. Afin de corriger les dispersions énergétiques, deux développements ont permis
d’améliorer les performances instrumentales : I’extraction retardée et [’'utilisation d’un
réflectron (Cotter 1992). L’extraction retardée consiste a homogénéiserles énergies cinétiques

des ions dans la source avant leur injection dans I’analyseur.

Le mode réflectron correspond a I’interposition de miroirs électrostatiques sur le trajet des
ions. Le miroir électrostatique impose un champ électrique de direction opposée a celle du
champ accélérateur initial. La taille de I'analyseur étant la méme, c’est la distance de vol qui

va s’allonger. Les ions vont donc mettre plus de temps pour arriver au détecteur. La
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dispersion a donc pu étre réduite par une refocalisation des ions sur les plans temporel et
énergétique, ce qui va améliorer leur résolution (R=20 000). Ce mode est plus adapté a

I’analyse des peptides mais il est limité a des valeurs de m/z allant jusqu’a 10 000.
b) Les analyseurs quadripolaires

Un analyseur quadripolaire est constitué de quatre barreaux métalliques (ou électrodes)
paralleles surlesquels sont appliquées des tensions permettant de guider les ions (figure 16). 11
fonctionne comme un filtre en ne laissant passer a un temps donné que des ions d’un rapport

m/z donné.

L analyseur quadripolaire

Trafectoire stable

Trajectoire instable

Figure 16: Principe d’un quadripdle a section cylindrique
Le trajet des ions dans le quadripdle est oscillant. Si 'amplitude des oscillations est trop

grande, les ions sont collectés par les barres du quadripdle et ils ne seront pas détectés.

On regle la tension continue (U) et alternative (V) de sorte que seul un ion de rapport m/z
choisi puisse se frayer un chemin jusqu’au détecteur (trajectoire stable). Pour obtenir des
mesures sur une gamme de rapports masse/charge, on modifie les réglages de I'appareil a

haute fréquence.

Dans le cas d’un analyseur a trappe ionique, les ions décrivent des mouvements oscillatoires
stables au centre de la trappe. Par application d’une rampe de radiofréquences au niveau de
I’électrode annulaire, les ions auront une trajectoire déstabilisée et seront €jectés de la trappe
en fonction de leur m/z croissant. Un couplage ESI-Trappe a ions (IT) est souvent utilis€ pour

différentes études en prot€éomique.
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¢) La trappe ionique

La trappe ionique a également ét¢ développée par Paul et améliorée avant sa
commercialisation par Stafford (Stafford, Pollock, et Wenzel 1984). La différence avec le

quadripdle réside sur sa capacité de pi€égeage qui lui confere une excellente sensibilité.

Le piege ionique est constitué de 3 électrodes, 2 électrodes quasi hyperboliques ou
«électrodes chapeaux » et une électrode annulaire (figure 17). Les ions décrivent des
mouvements oscillatoires. Afin d’améliorer le pi¢geage des ions, un gaz (généralement de

I’hélium) est utilisé dans la trappe pour stabiliser les ions en les freinant.

La capacité de piégeage peut-Etre adaptée suivant ’amplitude de fréquence appliquée. Ainsi,
une grande amplitude va favoriser le piégeage des ions de hauts m/z. Pour une amplitude
donnée, un cut-off est observé et correspond a la valeur de plus petit m/z capturé. Lors de

cette étape, les ions instables ne sont pas piégés dans la trappe.

Depuis la source

, Eléctrode chapeau

Electrode
annulaire

Electrode chapeau
Vers le détecteur

Figure 17: Trajectoire ionique dans un pieége ionique
L’¢étape suivante est I’¢jection des ions vers le détecteur. Un balayage de radiofréquence V va
entrainer I'expulsion des ions pi€gés par ordre croissant de m/z vers le détecteur. La trappe

ionique présente une gamme de masse accessible semblable au quadripdle.
d) L’analyseur a résonance cyclotronique par transformée de Fourier (FT-ICR)

Afin de réaliser des analyses MS/MS, il n’est pas obligatoire d’utiliser des spectrometres de
masse hybride. Les spectrometres de masse a piége ionique offrent aussi des MS». Parmi ceux

la, les analyseurs a transformée de Fourier tiennent une place particuliere du fait de leurs tres
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grandes performances en terme de résolution et de précision de masse. Cet instrument FT-
ICR a ét¢ inventé par Melvin et Comisarow en 1974 (Melvin B. Comisarow 1974). Le
principe utilisé dans cet analyseur pour la détection des ions consiste a piéger les ions produits
par la source dans une cellule a I’intérieur d’un aimant, la cellule ICR. Il s’agit de la mesure
de la fréquence d’ions soumis a un champ magnétique intense et adoptant un mouvement
circulaire fréquence cyclotronique (F). Cette fréquence est caractérisée par le rapport m/z de

chaque ion.

La spectrométrie de masse de type FT-ICR repose sur le fait que des particules chargées,
animées d’une vitesse v se déplacant dans un champ magnétique oscillant de fréquence
identique a la fréquence cyclotronique, sont accélérées et adoptent un mouvement circulaire
de plus grande amplitude (figure 18). Ce mouvement est appelé mouvement « cyclotron » et
en ’absence de champ électrique, sa fréquence ne dépend que du champ magnétique et du
rapport m/z de I’ion. On congoit ainsi qu’une mesure de la fréquence de rotation nous permet

de déterminer le rapport m/z de ’espece considérée :
F =15357. B,/m F = fréquence cyclotronique ; B = force du champ magnétique ;
z= état de charge de I’ion ; m= masse de I'ion

L’analyseur FT-ICR permet d’atteindre une résolution (plus de 500 000), une précision
(Ippm) et une sensibilité excellente, mais est aussi associé¢ a un colit important d’acquisition

et d’entretien.

CelluleICR
™
lons avant excitation Résonance cyclotronique Créationde courant image
(champs magnétique) (champs électrique)

Figure 18: Schéma de la résonance cyclotronique des ions dans la cellule ICR

e) L’orbitrap
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Ce type d’analyseur a été¢ développé par Makarov en 2000, le principe de I'Orbitrap se base
sur le piégeage orbital de Langmuir et Lingdon (Makarov 2000). Il est composé d’une
¢lectrode creuse, a I’intérieur de laquelle est placée coaxialement une électrode en forme de
fuseau. Un champ électrostatique quadripolaire est généré par la géométrie spécifique de ces 2
électrodes. Cet appareillage consiste a capturer des ions en orbite autour d’une électrode
centrale (figure 19). Les ions sont injectés tangentiellement a 1’¢lectrode centrale et pi€¢gés

autour d’elle vont osciller axialement suivant une fréquence dépendant de leur rapport m/z.

Electrode en fuseau

)

Electrode /\ lons transmis

creuse

Signal détecté

Amplificateur

Figure 19: Représentation d’une cellule Orbitrap (d’aprés Thermo Fisher Scientific)

Ainsi, de la méme facon que pour le FT-ICR, pour convertir le signal détecté en spectre de
masse MS, le courant induit par ces oscillations est traité par une transformée de Fourier.Le
spectre obtenu présente I’intensit¢ relative de chaque peptide en fonction de son ratio
masse/charge (m/z). L’Orbitrap présente une particularité qui consiste a une bonne précision

(1-2 ppm) et une résolution proche du FT-ICR allant jusqu’a 240 000.

Une grande partie des analyses réalisées au cours de ces travaux a été effectuée sur un
spectrometre doté d’un analyseur de type orbitrap, une source d’ionisation nanoESI avec une

MS/MS effectuée par CID (collision ionisation désorption).

Ilest a noter que chaque type d’analyseur présente des caractéristiques différentes et serait de
ce fait adapté a I'analyse protéomique dans ses différents aspects : identification d’une
protéine isolée, quantification des protéines dans un mélange biologique, détermination des

modifications post-traductionnelles...Dans certains cas, il est nécessaire d’associer plusieurs
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analyseurs, on parle ainsi de la spectrométrie de masse en tandem. Qu’ils soient couplés ou

non, la plupart des analyseurs produisent des signaux dirigés vers différents détecteurs.
IV.3.4. Les détecteurs

IIs sont tous basés sur des principes physiques différents mais qui offrent tous la méme
fonction primordiale dans un spectrometre de masse celle de compter les ions. Pour notre
étude utilisant I'orbitrap comme pour le FT-ICR, la détection est effectuée par mesure du
courant induit par les ions en mouvement. Le détecteur le plus couramment utilisé est celui de
type multiplicateur de photons. Il existe aussi des détecteurs a détection directe tels que les

plaques photographiques et les cylindre de Faraday.

La détection par les plaques photographiques est considérée comme la moins sensible. Elle
consiste a mesurer le noircissement d’une plaque recouverte d’une émulsion photographique
par les ions venant la percuter. Le noircissement, du a I'’émulsion du bromure d’argent, est
proportionnel au nombre d’ions présents. Le cylindre de Faraday est un collecteur cylindrique
dans lequel les ions frappent une surface conductrice a ’extrémité du cylindre. Il y aura ainsi
un transfert de la charge de I'ion sur cette surface et une différence de potentiel est ainsi
mesurée. Par défaut de sensibilité de ces deux techniques de détection, il y a eu recours de nos
jours aux méthodes de multiplication d’électrons produits par les ions. Dans un multiplicateur
d’¢lectrons, les ions sont convertis en ¢lectrons qui seront multipliés sur une série de dynodes.
La série de dynodes peut étre remplacé par des tubes capillaires, les galettes de microcanaux.
Les multiplicateurs peuvent également étre associés a un multiplicateur de photons.
L’amplification du signal par les dynodes forme de multiples électrons qui sont convertis en
photons apreés avoir heurté un scintillateur. Les photons sont alors focalisés sur un

photomultiplicateur.
Une fois amplifié, le signal est traité informatiquement pour produire un spectre de masse.

IV.3.5. Spectrométriede masse en mode tandem
a) Principe

La découverte de la spectrométrie en mode tandem (MS1 et MS/MS) a ét€ considérée comme
une révolution dans le domaine analytique. Elle combine deux analyseurs et permet de

réaliser le séquencage des peptides d’intérét.

Les appareillages construits pour réaliser ces expériences ont été appelés tandem car ils sont

congus de la maniere suivante : une premicre étape MS1 qui consiste a sélectionner 1’ion
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«parent » précurseur d’un m/zdonné (un ion particulier stable issu de la source d’ionisation)
dans le premier analyseur et une seconde étape de MS2 qui consiste a analyser les ions « fils »
issus de sa décomposition dans un deuxieme analyseur et leur donner des valeurs m/z bien

définies (figure 20).

Dans I'intermédiaire se situe la cellule de collision contenant des molécules sous forme
gazeuse et permettant l'activation de I'ion précurseur qui conduit a son excitation

(augmentation de son énergie interne) et sa fragmentation (figure 21).

Injection d'un gaz merte de collision

Ton parent ¢ ¢ ¢
0000600 ¢

Fragmentation '
cpu collision ('

Cc‘C

Figure 20: Les étapes de la fragme ntation

A partir des données de fragmentation obtenues, il est possible de connaitre la composition en

acides aminés du peptide précurseur et de remonter ainsi a 1’identité des protéines étudiées.

Source Formation de molécules Traitement du signal i .
e chargées et visualisation du | Bloinformatique
. d’ionisation
spectre \

~

. o “ Fa "

Analyseur MS1 J- Cellule de J‘{ Analyseur MS2 h Détecteur J
L collision \ \

~

Tri des ions Fragmentation du Séparation des Détection des ions
précurseur fragments selon
leurs m/z

Figure 21: Principe de la spectrométrie de masse en mode tandem
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Avec I’évolution technologique des derniéres années, de nombreuses géométries
d’instruments permettent d’accéder au mode de balayage MSMS. Elles ne seront pas toutes

répertoriées.
Résumé des caractéristiques de la spectrométrie de masse :
» Tres sensible : quelques attomoles peuvent étre détectées
» Haute résolution permettant de distinguer les isotopes naturels d’un élément.

» Analyse rapide (quelques msec) et compatible avec des mélanges séparés par

chromatographie en ligne.

» Génere de nombreuses données : les spectres MS, MS/MS qui renseignent sur

la structure de biomolécules.

» Compatible avec I'étude de mélanges hautement complexes comme un

protéome entier.

IV.4. Applications de la spectrométrie de masse aux peptides, aux protéines

et au protéome

IV.4.1. Identification des protéines : Protéomique descriptive

La spectrométrie de masse est considérée comme un outil analytique de choix pour déterminer
la structure primaire des protéines afin de les identifier de facon univoque. L’identification
des protéines est de ce fait la dernicre étape de I’analyse protéomique. Il existe deux grandes
stratégies en analyse protéomique, la stratégie « Bottom-Up » qui est la plus largement
utilisée, et la stratégie « Top Down ». Dans ces travaux de these seule la premicre méthode
qui a été utilisée.

IV.4.1.1. La stratégie « Bottom-Up »

Auparavant I'identification protéique a été réalisée par micro-séquencage chimique(Edman
1949), elle repose maintenant majoritairement sur les techniques SM beaucoup plus sensibles
et rapides. Les protéines sont séparées soit par méthode in-gel ou off- gel puis sont soumises a
une digestion par une protéase (le plus généralement la trypsine). La digestion trypsique
coupe la chaine peptidique du coté C-terminal de la lysine ou de l'arginine. Le mélange
peptidique ainsi obtenu est analysé par spectrométrie de masse. L’identification est finalisée
en comparant les données expérimentales obtenues avec les données théoriques présentes

dans des banques de données (ex. SwissProt, NCBI, IPL, ...) (Domon et Aebersold 2006).
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L’une des méthodes d’identification se base sur I'annotation des spectres MS/MS obtenus

apres fragmentation des peptides analysés par le spectrometre de masse en tandem.
» La fragmentation peptidique :

Dans le but d’obtenir des informations de séquences peptidiques, la molécule a étudier doit
subir une étape de fragmentation d’une ou plusieurs liaisons. Ainsi la masse des fragments

obtenus sera reliée a la structure chimique des peptides et de I’analyte en question.

La méthode la plus utilisée permettant de transférer aux ions stables, produits par ionisation,
de I’énergie nécessaire a la fragmentation est la dissociation induite par collision (CID :

collision induced dissociation ou CAD : collision activated dissociation).
[l existe deux types de collision CID :

e De basse énergie (de I'ordre de quelques electrons-volts (eV)) : ayant lieu par exemple
dans I’analyseur de type quadripolaire. Par définition, un peptide est un copolymeére
d’acides aminés reliés par des liaisons peptidiques —CO—NH- (liaisons amides). 11

possede deux extrémités N-terminal (N-H2) et C-terminal (-COOH) (figure 22).

o

0
HS— CH,— CH—-!Ll‘—NH—-CH _!l —OH

| |
NH, CH,

Liaison peptidique

Extrémité C- terminale

Figure 22: structure chimique d’un dipeptide

Au cours d’une analyse MS/MS les peptides se fragmentent majoritairement au niveau des
liaisons peptidiques. Une version finale de la nomenclature des ions fragments a été proposée
par Biemann en 1992 aprés qu’elle ait ét¢ mise en place en 1984 par Roepstorff et Fohlman

(figure 23). La fragmentation de la liaison -CO—NH- aboutit a la formation des ionsb ety :

v bsilacharge de I’ion est conservée par le fragment N-terminal du peptide
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v’ ysilacharge de I’ion est conservée par le fragment C-terminal du peptide

H,N JL /J\ ,H\ ﬂ\ N OH
(LRI

R Ol [Rg 0

i B &Rl

N
N
N

Figure 23: Nomenclature mise en place par Roepstorff et Fohlman
D’autres fragments peuvent avoir lieu par la fragmentation, ce sont les ions a et ¢ (N-
terminal), x et y (C-terminal) qui sont obtenus selon le lieu de fragmentation par rapport a la
liaison peptidique.
Les peptides trypsiques sont les peptides les plus couramment analysés en protéomique : dans

ce cas, la majorité des ions formés par ESI-MS sont dichargés, ils vont essentiellement

générer des ions y et/ou b monochargés (Steen et Mann 2004 ).

La séquence du peptide est ensuite déduite par la différence de masse entre deux ions
consécutifs d’une méme série (sauf les ions isobares Leucine/isoleucine et les non isobares
Glutamine/Lysine ayant le plus faible intervalle de masse existante entre deux acides aminés

de I'ordre de 0.0363 Da).

e De haute énergie (quelques kilos eV) : trés utilisée dans ’analyseur hybride de type
TOF-TOF.

Pour ce type de fragmentation deux types d’ions peuvent étre générés :

v Les ions portant une charge positive au niveau de I’acide aminé N-terminal. Ce

sont les ions d. La coupure de la chaine latérale se fait apres le carbone P.

v Les ions portant une charge positive au niveau de ’acide aminé C-terminal. Ce
sont les ions v (coupure de la chaine latérale se fait apres le carbone ,) et les ions

w (coupure de la chaine latérale se fait apres le carbone P).

> lons fils :
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Chaque spectre MS est une image de I’¢lution de peptides a un instant donné. Quand certains
pics satisfont a des criteres seuils fixés de facon préalable (mode « data-dependent analysis »),
ils sont sélectionnés pour étre fragmentés. Pour chaque précurseur fragmenté, un spectre de
masse MSMS (ou spectre de fragmentation) est obtenu présentant les ions fils sous la forme
d’une série de pics rangés selon leur m/z (figure 24). Une analyse fine des ions fils permet de

déduire la séquence en acides aminés qui compose 1’ion précurseur peptidique.

MS

MS/MS

Intensity, counts

A116.11

counts
-

Intensity,
4

43124

12 28 868 42
{ 1034 ’.1_31 105 52

bl SO e
200 400 600 800 1000 1200 1400
m/z. amu

Figure 24: Spectre de masseMS et MSM

a) Identification a partir d’un spectre MSMS

La MS/MS donne une information structurale, elle renseigne sur I’enchainement s€équentiel en
acides aminés. Il s’agit d’une comparaison des spectres de masse obtenus expérimentalement
avec des spectres MS/MS théoriques. Ces derniers sont obtenus apres une digestion ‘in silico’
des protéines présentes dans les bases de données. Des outils comme Mascot (Perkins et al.
1999) ou Sequest (Ducret et al. 1998) permettent d’automatiser et de valider 1’identification

des protéines.

Il est aussi possible d’exploiter les spectres de la fragmentation MS/MS afin de déterminer

directement la séquence en acides aminés de chaque peptide (figure 25). L’identification
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repose sur l'analyse des différentes masses des ions fils présents sur un spectre. Cette
approche permet également de localiser les modifications post-traductionnelles sur une

protéine (Williamson, Marchese, et Morrice 2006).
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Figure 25: Spectre de masse de fragmentation permettant d’identifier le peptide
‘AVAGCAGAR’

Lorsqu’une protéine n’a pas encore ét¢ indexée dans une base de donnée (si le génome de
lorganisme n’a pas encore ét¢ séquencé), il est nécessaire de passer a une étape de
séquencage de novo (Hughes et al. 2010). Pour chaque spectre MS/MS correspondant a un
peptide potentiel, la séquence d’acides aminés va €tre recherchée en examinant les différences

de masse. Différentes méthodes ont ét¢ développées afin d’automatiser ces étapes (Spengler et
Jeschke 2004).

b) Méthode Peptide Mass Finger print

Identifier une protéine, connaissant son origine (génome), revient a lui attribuer une séquence
en acides aminés.

Cette méthode d’identification est nettement plus ancienne et moins utilisée. Elle est réalisée
sans avoir recours a la fragmentation des peptides (Wise, Littlejohn, et Humphery-Smith
1997). Pour ce faire, un spectroometre de masse MALDI-TOF bien adéquat est utilisé pour
les différentes expérimentations. Pour chaque protéine analysée, un spectre MS présentant les

masses de ’ensemble des peptides est obtenu (figure 26). 11 est spécifique d’une protéine, on
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parle de 'empreinte peptidique de la protéine (en anglais, Peptide Mass Fingerprint, PMF).
On dispose a I'’heure actuelle de banques de séquences (databases) regroupant les séquences
de plusieurs millions de protéines de différentes especes. Ces banques contiennent des cartes
peptidiques théoriques avec lesquelles seront comparées les cartes peptidiques expérimentales
comme évoqué précédemment. D’une fagon générale, en I’absence de données MSMS ces
données sont beaucoup moins spécifiques ; c’est pourquoi les stratégies MSMS se sont

largement imposées au cours des dernieres années.
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Figure 26: Spectre de masse correspondant a I’empreinte peptidique d’une protéine

IV.4.1.2. stratégie Top-Down

Développée par McLafferty, cette approche consiste a fragmenter une protéine native dans le
spectrometre de masse (Kelleher et Duggan 1999) dans étape d’hydrolyse chimique ou
enzymatique préalable. De ce fait, des méthodes de fragmentation de plus haute énergie
comme I’ETD ou I'ECD sont privilégiées (Xie, Bowman, et Zhang 2006; Bunger et al. 2008).
Pour cette approche, par la complexité des spectres obtenus, les analyseurs de treés haute

résolution sont les plus adaptés a cette approche.

N’ayant pas été utilisée au cours de ces travaux, cette stratégie ne sera pas décrite davantage.
Cependant, elle fait I’objet de nombreux développements dans différents laboratoires. En

effet, cette analyse de protéine native trouve son intérét dans I'étude des modifications
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protéiques puisqu’aucun traitement préalable aux analyses n’est effectué¢ contrairement a la

straté gie Bottom-Up.
IV.4.2. Quantifications des protéines : La protéomique quantitative

En plus de Tidentification des protéines, la protéomique vise également a comparer le
protéome de divers échantillons, allant jusqu’a quantifier les protéines dans un contexte précis
(figure27). Etant en plein essor, cette approche a pour but d’identifier des biomarqueurs
protéiques, comparer et quantifier des variations d’expression de protéines dans des situations
biologiques variées (conditions de contrOle vs conditions de stress, pathologiques au niveau

d’une cellule, un organe ou un organisme (Arthur et al. 2001).

Deux approches ont été développées en protéomique quantitative : la quantification
relative et la quantification absolue. La quantification relative consiste a comparer
I’expression d’une protéine entre plusieurs échantillons et a déterminer des ratios d’abondance
de protéines entre ces différentes situations d’étude. Quant a la quantification absolue est une
étude ciblée sur des protéines bien définies a quantifier. Elle vise a déterminer avec précision
la quantité¢ la concentration molaire ou massique d’une protéine dans un échantillon. Dans
notre étude, méthodes de quantifications relatives sont utilisées pour identifier et quantifier
des biomarqueurs protéiques dans un état de stress oxydatif qui ont €té corrigés par un
traitement biologique bien déterminé, et la quantification absolue pour valider et comparer

ces biomarqueurs potentiels sur de plus larges populations d’échantillons.
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Figure 27: Stratégies utilisées pour I’analyse protéomique quantitative

IV.4.2.1. Quantification relative par électrophorése bidime nsionnelle

Lors de I’approche par 2-DE, les protéines sont révélées soit par des fluorophores ou par des
colorants. Cette méthode a ét¢ la seule disponible pendant plusieurs années permettant

d’étudier les différences d’expression protéique dans différents échantillons biologiques.

Les protéines séparées sont classiquement révélées par un colorant. Il existe plusieurs
techniques de visualisation des protéines possédant différentes sensibilit€s et caractéristiques
dans les gels d’acrylamide. Les colorants les plus utilisés en protéomique sont le bleu
colloidale et le nitrate d’argent qui sont considérés compatibles avec une analyse ultérieure
par spectrométrie de masse. Apres coloration, les cartes protéiques sont digitalisées pour une
analyse comparative des images de ces gels. Des logiciels d’analyse comme DeCyder ou
Samespots (Silva et al. 2010) permettent de détecter les protéines et de réaliser une analyse

différentielle entre de multiples échantillons (figure 28). Il s’agit d’aligner les cartes
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protéiques entre elles et de comparer les abondances de chaque spot protéique dans
I’ensemble des échantillons. Ces logiciels, présentant des modules statistiques, permettent la
mise en évidence de des protéines différentiellement exprimées dans un contexte
physiologique donné. Les spots différentiellement exprimés sont alors soumis a des travaux

d’identification.

Pour des échantillons peu complexes (généralement une protéine), une fois les peptides
obtenus par une étape de protéolyse in-gel, ils sont ensuite analysés par spectrométrie de
masse afin d’identifier la protéine présente dans ce spot(Aebersold et Mann 2003). Cette
technique a une bonne résolution (5000 protéines séparées sur gel) mais son manque de
reproductibilit¢ entre les gels limite ’analyse en protéomique. Malgré le faible débit
d’échantillons a analyser et le nombre restreint de protéines présentes sur gels (Ong et Mann
2005), la 2-DE permet de visualiser directement la présence de modifications post-

traductionnelles de protéines.
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Figure 28Analyse différentielle (comparative/quantitative) de cartes 2D

Cette approche a connu une avancée significative avec le développement de la 2D-DIGE (2
Dimensional Differential In-Gel Electrophoresis) qui permet de séparer et comparer différents
échantillons sur un méme gel résolvant ainsi les problemes de reproductibilité liés a la
coloration et a la formation du gel de polyacrylamide. La DIGE se base sur le marquage
covalent du groupe amine en epsilon des chaines latérales des lysines par des cyanines
fluorescentes : cyanine 2 (utilisé comme standard), 3 et 5 qui sont utilisées de tailles et de
charges similaires mais de propriétés spectrales distinctes permettant de visualiser I’émission
de leur fluorescence indépendamment 'une de I'autre. L’analyse différentielle réalisée avec
des logiciels tels que Samespots (Nonlinear Dynamics) consiste a aligner les gels entre eux

(étape facilitée grace a la co-migration de plusieurs échantillons) puis a comparer la
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fluorescence des différentes cyanines pour chaque spot protéique (figure 29). L’abondance de
chaque spot est mesurée relativement a celle du spot correspondant dans le standard interne

présent sur le méme gel (Alban et al. 2003).
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Figure 29: Principe de la DIGE (d’aprés GE Healthcare)

Malgré toutes ces innovations, ces méthodes souffrent d’une gamme dynamique limitée,
rendant ainsi difficile ’analyse des protéines de faible abondance mais aussi d’un manque de
résolution pour les protéines basiques ou acides (gamme d’étude de pl limitée) sans parler des

protéines membranaires rarement observées.
IV.4.2.2. Quantification relative par spectrométrie de masse

L’analyse protéomique par spectrométric de masse est l’approche la plus répandue
actuellement afin d’identifier des protéines différentiellement exprimées. Deux stratégies
d’analyse existent : La quantification relative avec un marquage préalable des échantillons ou
sans marquage des échantillons (figure27). Pour notre analyse seule la quantification relative
sans marquage sera détaillée. Il est a signaler qu’il existe plusieurs formes de marquages qui

peuvent €tre soit in vitro ou in vivo dans le cas de la quantification relative avec un marquage
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préalable. On parle de marquage isotopique et marquage isobarique. En marquage isotopique,
les peptides marqués de chaque condition gardent leurs propriétés physicochimiques,
uniquement leur masse est modifi€ée. Ces marquages isotopiques sont réalisés au niveau de
cellules par incorporation métabolique (SILAC : Stable Isotope Labelling by Amino acids in
Cell culture), par des approches chimiques (ICAT : Isotope Coded Affinity Tag) et par

marquage enzymatique (protéolyse avec marquage H,0'®).

La spectrométrie de masse permet de déterminer la structure d’un peptide et d’identifier un
peptide comme cela a été décrit précédemment. Une autre possibilité offerte par cette
technique est la quantification de I’abondance d’un peptide dans un échantillon. La
quantification de ce peptide permet de remonter a la quantité de la protéine dont il provient.
Cette quantification relative consiste a mesurer le courant ionique généré par un ion de m/z
donné et de comparer la valeur obtenue pour chaque échantillon. La quantification peut se
baser sur I'ion parent (spectre SM) comme sur un ion fils (spectre MS/MS). Suivant le signal
sélectionné, les limites different. En MS, les signaux sont plus intenses mais avec un bruit de
fond qui peut étre important et inversement en MS/MS, l'intensité du signal est plus faible

mais le signal mesuré est plus spécifique.
» Quantification relative sans marquage, « Label free » :

Quant aux approches sans marquage (Label-free, spectral counting, AMT: Accurate Mass and
Time), elles sont de plus en plus répandues. Moins onéreuses que les précédentes, elles ont €té
privilégiées pour I'analyse de nos échantillons biologiques en triplicate. Contrairement a
I’approche de quantitative par marquage iTRAC qui nécessite une grande quantité en
protéines (de ’ordre de 100 pg par échantillon) (Patel et al. 2009), la méthode label-free

demande une quantité trés modeste en protéines.

Dans ces situations, la quantification protéique peut s’effectuer soit par décompte des spectres
de fragmentation annotés assignés a un peptide (Spectral Counting) soit par la mesure de
I’intensité ionique des courants d’ionsextraits correspondant aux peptides (Accurate Mass and
Time, AMT). Lors de ces investigations, chaque échantillon est préparé et analysé

individuellement par LC-MS/MS.
v' Le spectral counting :

Cette technique se base sur la corrélation entre le nombre de spectres MS/MS et 1‘abondance
du peptide dans I'échantillon (Washburn et al. 2002; H. Liu, Sadygov, et Yates 2004).Cette

méthode est utilisée pour comparer ’abondance d’un méme peptide dans plusieurs conditions.
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En effet, une protéine abondante va générer un nombre important de peptides et par

conséquent un grand nombre de spectres MS/MS (figure 30).

Figure 30: Représentation des approches
sans marquage : Spectral Counting et
AMT (Mueller et al. 2007)
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Pour remonter a la quantification relative d‘une protéine, il faut s’assurer de la bonne qualité

d’identification des peptides, car une erreur d’identification influencerait ainsi I’abondance
d’une protéine. De plus, les peptides conservés (présentant une séquence identique) chez
plusieurs protéines posent probleme. Pour éliminer ce biais, il est nécessaire de ne prendre en
compte que des peptides appartenant uniquement a une protéine ; ils constituent des
signatures protéotypiques (Mallick et al. 2007). Des approches statistiques permettent de
pondérer I’abondance de la protéine en fonction du score d’identification (Allet et al. 2004).
Une seconde limite de cette approche est la quantification des protéines de faible abondance,
qui produisent peu de peptides identifiables (Colinge et al. 2005). Ainsi, dans le cas ou
seulement un a trois peptides serait identifié pour une protéine, la quantification réalisée ne

serait pas considérée comme fiable.
v' AMT :Accurate Mass and Time

Cette méthode ne se base pas sur le nombre de spectres obtenus mais sur I'intensité des
signaux des spectres MS et particulicrement sur 1’intensit¢ du courant ionique total (XIC)
d’un peptide (Chelius et Bondarenko 2002) (figure 31). Comme il a ét¢ mentionné au
préalable, lors de I’étape MS, un peptide ionisé se caractérise par trois parametres, son rapport
masse sur charge m/z, son intensité et son temps de rétention. Avec ces données, il est
possible de comparer I’intensit¢ d’un ion présentant un temps de rétention et un rapport m/z
donnés. Il a ét¢ montré qu’il existe une corrélation entre I’'intensité du signal et la

concentration ionique ; I'aire du pic chromatographique d’un peptide identifi¢ augmentant

Salima Smine 61



Synthese Bibliographique

avec la concentration du peptide injecté (Voyksner et Lee 1999; Chelius et Bondarenko
2002).

Cependant, ’analyse comparative de différents échantillons nécessite une grande précision
dans les valeurs de m/z ainsi qu’une trés bonne reproductibilité¢ des temps de rétention d’une
séparation chromatographique a I’autre, associées a une étape de normalisation des intensités
des courants ioniques obtenus. Les avancées techniques réalisées que ce soit en matiere
d’analyseur, de chromatographie et de logiciel de traitement des résultats (intégrant des
modules statistiques adaptés) vont rendre possible la quantification relative des protéines
d’une population. De plus, PAMT requiert des outils spécifiques pour aligner les

chromatogrammes (Zybailov et al. 2005).

Contrairement aux approches utilisant un marquage, les approches label free permettent de
travailler avec une quantité faible d’échantillons et le nombre d’échantillons n’est pas restreint
(Patel et al. 2009). 11 est méme démontré que ces méthodes sans marquage permettent
d’identifier et d’étudier un plus grand nombre de protéines (Peppa et al. 2013). Cependant,
certains auteurs suggerent que la quantification est plus précise, plus reproductible avec les
méthodes de marquage métaboliques et isobariques (Li, Adams et al. 2012). Ainsi, pour
effectuer une quantification relative, les méthodes avec marquage semblent plus efficaces et

reproductibles, mais présentent un certain colt et semblent réservées aux petits effectifs

Nano-chromatographie
liquide coupléea la
spectrométrie de masse

|

Ensembledes Extractiondes

patients peptides ,A.M«W’J«u W wwkulw'\...k_,;_m.,

Alignement des profils

d’échantillons.

MS MS MS I\

Intensité
Intensit
Intensité

e
-

i
, w TSN &
mz mz mz i B \k——_—_,A
Suivide I'évolution de 'intensité du signal :

d’un peptide (extraction des courants
d’ions)

Quantification relative

Figure 31: Principe de ’approche AMT (Cosette, Vittecoq et al. 2013)
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Tableau 4 : Récapitulatif des approches de quantification en protéomique

Phase Strategie

Avantages

Inconvénients

2-DE, 2D DIGE

SILAC

Haute résolution et sensibilité
Détection directe de PTIM
Inform ations sur Mw et pl de la protéine

Débit m oyen

Autom atisation plus aisée

Haute résolution avec des séparations2D ou3D
Précision de quantification plusélevé que
labelfree

Pasde marquage chimigue
marguage en am ont, m oins de biais technique

Faible débit

Gamme dynamigue limitée

Protéines de faible abondance m asqués
Limite desPi et Mw extréme

Coutséleves deskits

Nombre limité d’échantillons & comparer
Quantité de protéines nécessaire

Limité aux cellules en culture se divisant

Marquage ICAT Purification des peptides m arqués Margquage descystéines
Découverte
he
(Am\)mti . ICPL Sousfractionnem ent Margquage deslysines
sans a priori)
iTRAQ marquage de tousles peptides Marguage tardif
Fractionnem ent nécessaire (off-gel)
180 marquage aisé de tous les peptides Risque de m arquage partiel
Margquage tardif
Débit m oyen Moins précis que m éthodesMS 4 base de marquage
Autom atisation plus aisée Colt dumatériel
Lahel-free 5 p ® : 2 % P
L C—MS/MS Haute résolution avec des séparations2D ou3D Logciel spécifique
Limitation des colitset des étapesdemarquage
Nombreillimité d’échantillons comparable
SELDLTOF.MS Haut débit et autom atisation aisée Aucune identification des proteines
Quantification absolue B esoin d'une instrum entation spécifique
. .. Haut débit et de l'autom atisation Développem ent despuces
Puces a protéine PR RS X
Validatio Format de puce Sensibilité limitée ausignal de fluorescence
(4p r:c]l:ha:é = Haute puissance de multiplexage
?m candidat) Haute sensibilité et précision Conception destransitions MRM complexe
MRM.MS haut débit triple quadtipdle

Haute puissance de multiplexage
Ouantification absolue
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Quantification absolue

Un biomarqueur a visée clinique doit forcement permettre de discriminer aisément des
échantillons. Dans tous les cas, le marqueur le plus simple est a utiliser au sein de différents
laboratoires reste la quantit¢é en mole ou en masse par volume d’une protéine dans un

échantillon.
a) Western blot

Cette technique a ét€ décrite pour la premiere fois par Towbin et al. (Towbin, Stachelin, et
Gordon 1979), et depuis, elle est utilisée communément pour identifier, quantifier et
déterminer la taille des protéines. Towbin et al. ont combiné la séparation de protéines par
électrophorese sur gel et la technique immunologique. Apres avoir été séparées sur un gel
polyacrylamide, les protéines sont transférées vers une membrane de nitrocellulose (ou de
nylon). Ensuite, la protéine d’intérét est liée a un anticorps spécifique. Le complexe protéine-
anticorps est alors détecté en utilisant un anticorps secondaire, couplé a une sonde a
fluorescence (détection par fluorescence) ou a un enzyme qui va catalyser une réaction en
présence d’un substrat particulier qui sera coloré ou émettra de la lumiere (détection par

chimioluminescence) (figure 32).

A. Colorimetric B. Chemiluminescence C. Fluorescence
Subatrate Substrate

Anticorps secondaire \ (
) |

A n
o0, 9000, G Product

Protéine cible \
Membranne de nitrocellulose =3 L L

Figure 32: Protocole de Western blot

= Light

Anticorps primaire

Le résultat de quantification obtenu par WB est lié fortement a la qualité des standards
(protéines purifiées, dégradation), des anticorps (spécificité) et de la méthode de détection
(linéarité, saturation). De plus le WB est assez laborieux, dépend de la qualité du gel préparé

et une seule protéine peut étre quantifiée par test.

Salima Smine 64



Synthese Bibliographique

b) ELISA(Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay)

Cette méthode se base sur la spécificité de reconnaissance entre un anticorps et sa protéine
cible, ’antigéne (Mendoza et al. 1999). Il s’agit de la détection d’une réaction antigéne-
anticorps dans laquelle I’anticorps est li¢ a un enzyme et va, en présence d’un substrat donné,
former une coloration dont I’intensité est proportionnelle a la quantité de protéine d’intérét
(anticorps ou antigéne) dans 1’échantillon. La quantification d’un composé par cette technique
est possible en faisant une gamme en parallele en utilisant des concentrations connues du

composé cible (anticorps ou antigene).

La méthode «sandwich » permet le dosage d’un antigéne qui se trouve entre 2 anticorps
spécifiques, reconnaissant des épitopes différents de cet antigéne, ce qui augmente Ia

spécificité et la sensibilité de détection de cet antigene.
¢) Dosage par spectrométrie de masse

L’utilisation du mode multiple réaction monitoring (MRM) sur un spectrometre de masse
triple quadripole (QQQ) permet de quantifier de facon fiable une ou plusieurs protéines au
cours d’une seule analyse. La protéine est caractérisée par plusieurs peptides protéotypiques
choisis comme précurseurs présentant des fragments caractéristiques, dénommées transitions.
Généralement, plusieurs peptides sont requis, un peptide au moins pour la quantification et un

autre pour la validation. De nombreuses études ont démontré le potentiel de cette technique

(Jenkins et al. 2006).

Afin de déterminer de la facon la plus fiable possible la quantit¢ d’une protéine dans un
¢chantillon, la quantification absolue nécessite I'utilisation d’un étalon interne. Quand la
protéine d’intérét est connue (quantification ciblée), cette méthode est la méthode de choix
puisqu’elle détermine la quantité absolue de la protéine dans I’échantillon. La méthode
AQUA (Absolute quantification) utilise un peptide de référence marqué par un isotope stable
13C et 15N (ou des peptides isolés), conduisant a une différence de masse avec le peptide
endogene. Ce peptide marqué a la méme séquence en acides aminés que le peptide endogene

et élue au méme temps de rétention.

En 2005, Beynan et al. ont généré une protéine de synthese (QconCAT) (quantification
concatamer) qui est un ensemble des peptides tryptiques pour plusieurs protéines (Beynon et
Pratt 2005; Pratt et al. 2006). 11 s’agit d’utiliser une série de peptides présents sur une méme
molécule. Un plasmide contenant un gene artificiel codant pour les peptides protéotypiques

des protéines d’intéréts est surexprimé dans E.Coli en milieu enrichi en 15N ou en présence
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d’acides aminés marqués [13C6, 15N,] L-lysine and [13Ces, 15N4] L-arginine (Brun et al
2007). La protéine QconCAT est ensuite purifiée, sa concentration déterminée et enfin ajoutée
avant I’étape de digestion trypsique pour produire les peptides marqués comme la méthode

AQUA.

Brun et al. ont développé en 2007 la stratégie appelée PSAQ (Protein Standard Absolute
Quantification) basée sur ['utilisation d’une protéine recombinante marquée identique a la
protéine d’intérét comme étalon interne (Brun er al., 2007), lensemble de la protéine est
exprimée dans un organisme hodte qui est cultivé sous les mémes conditions que pour la
production de QconCAT. Cet étalon interne ajouté en quantité connue des la premiere étape
de préparation représente un étalon idéal qui permet d’éviter tous les problémes rencontrés en
cas de l'utilisation des méthodes AQUA et QconCAT pendant les différentes étapes de
préparation (purification, digestion) (Figure 33). De plus, tous les peptides protéotypiques
d’une protéine sont marqués ce qui améliore la couverture de la séquence et la fidélité de Ila

quantification.

Par contre, cette approche n’est pas adaptée a l'analyse des MPTs (modifications post-
traductionnelles). Pour chaque protéine a quantifier, une protéine standard est nécessaire :

colit élevé et difficulté de produire la protéine (laborieuse).

PSAQ — &f\

[y

\ @j

|

Préparation de 1’échantillon
(purification)

QconCAT @——

Digestion trypsique

AQUA —

LC- MSMS

Figure 33: Les stratégies de la quantification absolue des protéines en utilisant la
dilution d’isotope:
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- PSAQ (protéine marquée) est ajouté tot a la premiere étape de préparation de I’échantillon

- QconCAT (protéine de synthese contient des peptides marqués pour différentes protéines
cibles) est ajouté juste avant la digestion
- AQUA (peptide marqué) est ajouté apres la digestion

Ainsi, plusieurs approches de quantification absolue par spectrométrie de masse continuent a
étre développées afin de mettre a disposition de nouveaux outils de validation de

biomarqueurs identifiés par des approches sans a priori durant les phases de découverte
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1. Matériel biologique et protocole expérimental
1.1.Animaux et régime alimentaire

1.1.1 Animaux
20 rats males (180-220 g) utilisés dans nos études proviennent d’un élevage de rats Wistar de
Iinstitut Pasteur. Ils ont été subdivisés en 4 groupes expérimentaux composés de 5 rats
chacun. Les animaux ont ét€¢ pesés tous les 7 jours pendant les 8 semaines de traitement.
L’expérimentation sur les rats a ét€ menée en accord avec les recommandations européennes
d’utilisation des animaux de laboratoire et avec les recommandations du National Institutes of
Health (NIH). Les animaux ont ét€¢ soumis a 12h de lumiere par 24h (7h a19h), a 22+2°C avec

eau a volonté.

1.1.2 Régime alimentaire
Un lot a re¢u un régime commercial (SD : standard diet). Les aliments se présentent sous
forme de bouchons fournis par la sociét¢ ALMAS (Bizerte) dont la composition se trouve

dans le tableaus.

SD HFD
Taux Contribution Taux Contribution
énergétique énergétique
Lipides 3,00% 5,22% 28,00% 39,10%
Glucides 40,00% 69,56% 32,00% 44,69%
Protides 14,5% 25,22% 11,60% 16,20%
Fer 50 mg/kg 40 mg/kg
Calcium 1,45 mg/kg 1,16 mg/kg
Densité 11,40 kj/g 18,05 kj/g
énergétique

Tableau 5: Composition de la nourriture des rats (ALMAS, Mateur, Bizerte)

Un autre lot a re¢cu une nourriture riche en graisse (HFD : High Fat Diet constituée de la
nourriture habituelle quia été préalablement saturée avec de la graisse d’agneau fondue. Cette
graisse a ét€¢ fondue par chauffage a 100°C, puis les bouchons sont mis a tremper pendant 15
min dans la graisse fondue. La nourriture HFD (tableau 5) a été administrée apres séchage a

température ambiante.
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La composition qualitative en acides gras a été déterminée en réalisant un broyage en
présence d’un solvant d’extraction chloroforme/méthanol (2 :1, v/v) (Folch, Lees, et Sloane
Stanley 1957). Apres centrifugation a 3000 g/min, on récupere a ’aide d’une pipette Pasteur

la phase chloroformique inférieure contenant les lipides.

Acides gras % %

Acide myristique C14:0 0,17 Acides gras saturés

Acide palmitiqueC16:0 24,69 (AGS):71,70

Acide stéarique C18:0 46,74

Acide arachidique C20:0 0,09

Acide docosanoique C22:0 0,01

Acide myristoléique C14:1w-5 0 Acides gras

Acide Palmitoléique C16:1w-7 | 0,2 monoinsatures
) (AGMI): 26,62

Acide oléique C18:1w-7 26,3

Acide Gadoléique C20:1w-9 0,12

Acide linoléique C18:2w-6 1,12

Acide linolénique C18:3w-3 0,08 Acides gras

Acide eicosatriénoique C20:2w- | 0,01 polyinsatures

6 (AGPI): 1,69

Acide eicosapentaenoique 0,04

C20:5w-3

Acide docosatetraenoique 0,18

C22:4w-6

Acide docosapenténoique 0,24

C22:5w-3

Acide docosaexaénoique 0,02

C22:6w-3

Tableau 6: Composition de la graisse d’agneau (Charradi et al. 2012)
Les tubes contenant cette phase chloroformique ont été séchés dans un bain marie a 50°C. On
ajoute le tampon TBS afin d’obtenir la solution (E1) qui sera utilisé pour déterminer les acides

gras (tableau6).
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1.1.3 Préparation du GSSE
Nous avons utilisé les déchets de vinification de la variété Carignan Vitis Vinifera (Grape seed
and skin extract: GSSE). L’extrait de GSSE est produit a partir des résidus de vinification qui
ont été obtenus a partir de la coopération vinicole d’Ain Ghelal de la région de Mateur
(gouvernorat de Bizerte). C’est un extrait polyphénolique formé de 50% de pépins et 50% de
pulpes. Le mélange est dissous dans I’éthanol 10% a raison de 1g de poudre dans 3ml
d’éthanol 10%. Le mélange a été centrifugé a 3000tr/min pendant 15 min et le surnageant

injecté aux animaux par voie intrapéritonéale (ip).
1.1.4 Composition du GSSE

La teneur du GSSE en composés phénoliques totaux est déterminée par la méthode
colorimétrique de Folin- Cio-calteau (Ainsworth et Gillespie 2007). Les flavonoides et les
tannins condens€s sont dosés respectivement selon (Dewanto et al. 2002; Spranger et al
2008). La composition du GSSE a ¢été établie par Panalyse HPLC-MS/MS. La
Chromatographie en phase liquide a ét€ effectuée en utilisant un systeme Perkin Elmer série
200 équipé d'une micro-pompe binaire. Les analyses ont été effectuées sur une colonne de
type C18 (Zorbax Eclipse XDB-C18, 4,6 9 150 mm, particules taille 5 Im). La phase mobile

était de l'acide formique a 0,1%.
1.2.Protocole expérimental

Les rats ont été subdivisés en 4 groupes : SD, SD+GSSE, HFD, HFD+GSSE. Ils ont été
soumis a un régime SD ou HFD durant deux mois et quotidiennement injectés par voie (ip)
avec du GSSE (co-traitement). Les animaux ont été traités avec une dose unique de S00mg/kg

PC. Les rats ttmoins ont ¢ét¢ quotidiennement injectés avec un volume équivalent d’éthanol

10%.

A la fin du traitement, les animaux ont été sacrifiés, le sang total collecté et le plasma recueilli
pour le suivie d’un certain nombre de marqueurs syst¢miques de I’alimentation grasse. Les
cerveaux des rats ont été collectés, broyés a I'aide d’un ultrathurax d’homogénéisation en
tampon Tris base (TBS) 10mM, pH7, 4. Les broyats ont été centrifugés a 10000g/min pendant

20 min a 4°C, et les surnageants conservés a -20°C.

Les lipides tissulaires ont ét¢ dosés apres extraction en présence d’un solvant d’extraction
chloroforme- méthanol (2 :1, v/v) d’aprés la méthode de (Folch et Porter 1957). Apres

centrifugation a 3000g/min, on récupere a Dlaide d’une pipette Pasteur la phase
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chloroformique inférieure contenant les lipides qui est ensuite séchée dans un bain marie a

50°C.

2. Etude protéomique différentielle

2.1. Extraction des protéines

Les homogénats ont été ensuite dilués dans une solution de lyse dans un tampon IEF (Urée
M (Acros), Thiourée 2M (Acros), DTT 65 mM (Acros), CHAPS 4% (Acros), TRIS HCL
0,04 % (ACROS) additionné de 100l d’inhibiteurs de protéases (Roche)), puis soumis a des
ultrasons a 4°C. Cette étape de sonication permet 1’éclatement des cellules et la récupération
de ’extrait protéique global L’étape suivante est une centrifugation a 10000 rpm pendant 15
min afin d’¢liminer les débris cellulaires résiduels suivi d’un dosage des protéines totales par

la méthode de Bradford.
2.2 . Dosage des protéines totales

Pour ce dosage, 10 ul de l'extrait ajoutés a 500 pl d’une solution de Bradford (kit Protein
Assay® ; Bio-Rad) diluée au 1/5. Apres 30 min de réaction dans I'obscurité, I’absorbance a
595nm (Asgs) est mesurée et la concentration protéique en ug/ml est déterminée en se référant
a une courbe étalon réalisée avec une gamme de concentration de BSA (« Bovine Serum

Albumin », Sigma-Aldrich).
2.3 Electrophorese

Tous les produits et réactifs utilisés pour 1’électrophorése et le traitement des gels proviennent

de Biorad sauf indication contraire.
2.3.1. Electrophorese monodimensionnelle sur gel de polyacrylamide

L’¢lectrophoreése est réalisée sur gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes en
présence de SDS (Sodium dodécylsulfate). Les gels SDS-PAGE sont constitués d’un gel de
résolution a 12,5 % d’acrylamide et d’un gel de concentration a 5 % d’acrylamide (Tableau
7). Les échantillons protéiques sont repris dans du Le mmli 4X avec une concentration finale
de 1X, puis chauffés 10 min a 100°C. Apres une centrifugation pendant 10 secondes a 2000 g,
15 pl d’échantillon sont déposés dans les puits. Quatre puld’un mélange de marqueur de poids
moléculaire (LMW Molecular Weight Markers, Amersham) sont ainsi déposés sur le gel. La
migration se fait sous agitation magnétique et en condition de refroidissement a une tension et

puissance maximales et sous une intensité de 10 mA puis de 20 mA/gel (cuves Protean II xi
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(BioRad). Le tampon de migration utilisé est composé de 72 g de glycine, 15,15 g de tris base

et5 gde SDS pour un volume de 5 litres.

Volume pour deux gels

Produits Gel de séparation Gel de concentration
Acrylamide 40% 23,55 mL 1,384 mL
Bis-acrylamide 2% 12,57 mL 0,736 mL

Tris HCL, 1M, pH8.9 29,02 mL 1,522 mL

Eau milli Q 11,56 mL 8,37 mL

TEMED (6,6 M) 76,7% 60,75 uL 39,75uL

Persulfate d’ammonium (APS) | 232,2 uLL 60,9uL

10%

Tableau 7: composition des gels utilisés pour la SDS-PAGE

» Coloration des gels au nitrate d’argent

Les gels sont incubés 45 min sous agitation dans un bain de fixation contenant 30 % d’éthanol
et 10 % d’acide acétique. Deux ringages a 1’éthanol 10 % suivit de 2 lavages a I'eau distillée
sont effectués pendant 5 min sous agitation. Un bain de sensibilisation avec 0,02 % de
thiosulfate de sodium est effectué¢ pendant 1 min suivi d’un ringage rapide a I'eau. Puis les
gels sont colorés a I'argent (0,1 %) pendant 20 min a I’abri de la lumiere toujours sous
agitation. La révélation s’effectue pendant environ 20 min par une solution contenant du
formaldéhyde (3,7 %), du carbonate de sodium (12 g/1), et du thiosulfate de sodium (0,08 %).

Un bain d’arrét est ensuite réalisé par une solution d’acide acétique 1 % pendant 3 min.
2.3.2. Electrophorese bidimensionnelle (2-DE)

L’2-DE a permis de séparer des protéines contenues dans un échantillon selon 2 dimensions
de séparation orthogonales : la premiere basée sur leur pl et la seconde sur leur MW. La
premiere dimension (focalisation isoélectrique) a séparé les protéines dans des bandelettes de
gel d’acrylamide dans lesquelles régne un gradient de pH préformé (Immobiline® Drystrip, 18

cm, Amersham Pharmacia Biotech). Apres une étape initiale de réhydratation des bandelettes
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avec I'échantillon préparé, les protéines migraient a I'intérieur de la bandelette sous
I’influence d’un champ électrique jusqu’au pH correspondant a leur pl, c’est a dire ou la
protéine présentait une charge électrique globale nulle. La seconde dimension était une
électrophorese classique SDS-PAGE, lors de laquelle les protéines étaient séparées selon leur
masse. La présence de SDS uniformisait la charge de toutes les protéines et I'application d’un

champ électrique permettait la migration des protéines a I'intérieur du gel réticulé.

a) Précipitation des protéines
Pour améliorer la résolution des gels, un kit a été utilisé, le «2DClean-up® » (GE
Healthcare). Ce kit a permis d’¢éliminer les substances interférentes (détergents, sels, lipides
...)a l’origine des trainées horizontales souvent observées sur les gels. Ce kit contenait en fait
les solutions nécessaires a la précipitation des protéines (adaptation du protocole de
précipitation a I'acide trichloracétique). Pour 100 ul d’échantillon, 300 ul de précipitant
étaient ajoutés puis le tout est incubé dans la glace pendant 15 min. Trois cents pl de co-
précipitant étaient ajoutés et I’échantillon est alors homogénéisé puis centrifugé a 12000 g
pendant 5 min. Apres avoir éliminé le surnageant, le culot obtenu était resuspendu dans 25 pl
d’eau milliQ. Cet échantillon était placé a température ambiante dans 1 ml de tampon de
lavage (Wash Buffer) additionné de 5 pl d’une autre solution (Wash Additive) durant 30 min.
Enfin, une dernicre centrifugation était réalisée a 12000 g pendant 5 min. Le culot obtenu

contenant les protéines a pu étre resuspendu avec 396 ul de tampon IEF.

b) Réhydratation des bandelettes
Apres le traitement avec le kit 2D clean-up, 8 pl d’ampholytes 4-7 ou 3-10 étaient ajoutés a la
solution précédente suivant les bandelettes utilisées. La réhydratation des bandelettes a été
réalisée de maniere active avec le systtme Protean IEF Cell (Biorad). L’échantillon était
déposé dans une cassette prévue a cet effet, puis était recouvert par la bandelette avec le coté
gel sur I'échantillon. Cette bandelette était ensuite recouverte d’huile minérale (Biorad) afin
d’éviter la cristallisation de ’urée. La réhydratation durait 10 h, durée pendant laquelle les

protéines pouvaient diffuser librement au sein de la matrice polymérique.

¢) Focalisation isoélectrique
La réhydratation et la migration s’effectuaient également avec le systeme Protean IEF Cell®.
L’¢tape de focalisation suivait I'étape de réhydratation, sans qu’une manipulation des
bandelettes n’ait été nécessaire. Lors de cette étape, la tension augmentait de fagon linéaire

pendant 3 heures pour atteindre un maximum de 10000 V. La migration s’arrétait lorsqu’un
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produit tension*temps de 90 k'V/h est atteint. Apres migration, les bandelettes ont été stockées

sous plastique a -24°C, ou utilisées immédiatement pour la seconde dimension.

d) SDS-PAGE
Avant cette deuxieme migration, il y a une phase d’équilibration des bandelettes. De plus,
avant cette séparation, les protéines présentes au niveau de leur pl dans les gradients de pH
immobilisés devaient étre uniformément chargées. Les bandelettes étaient ainsi incubées
pendant 10 min dans un tampon de rééquilibration (7,4 ml de tampon Tris-HC1 pH 6,8 a 50
mM, 72 g d’urée, 60 ml de glycérol (Sigma-Aldrich), 4 g de SDS, eau distillée gqsp 200 ml)
dans lequel a ét€ ajouté du dithiothréitol (DTT, 0,3 g dans 15 ml de tampon) qui a permis de
réduire les ponts disulfures entre les cystéines. Les bandelettes étaient ensuite incubées 10
min dans un second bain de tampon d’équilibration mais en présence d’iodoacétamide
(Biorad) (0,375 g dans 15 ml de tampon) qui alkylait les groupements thiols des protéines
empéchant ainsi leur réoxydation. Dans un second bain, du bleu de Coomassie R-250 a 1% a

été ajouté afin de servir de ¢ moin de migration.

L’¢lectrophorése a été réalisée dans des gels d’acrylamide coulés entre deux plaques de verre
de dimension 18 x 20 x 0,075 cm (systeme Biorad). Le gel se décomposait en deux parties, un
gel de séparation a 12,5% d’acrylamide qui était recouvert par un gel de concentration a 5%
d’acrylamide. Apres les bains précédents, les bandelettes étaient déposées délicatement sur le

haut des gels de concentration.

Les gels ont été ensuite placés dans des cuves d'électrophorese contenant 4 L. de tampon
anodique : Tris-base 2,4 %; SDS 0,4 %; glycine 1,6 % et recouverts de tampon cathodique :
Tris-base 0,3 % ; SDS 0,1% ; glycine 1,4% (produis provenant de chez Acros). La migration
s’effectuait dans une cuve Protean IIXi (BioRad) a 4 °C pendant 45-60 min a 10 mA par gel
pour la migration dans le gel de concentration puis a 20 mA par gel jusqu’a I'arrivée du front
de migration au bas du gel. La migration et coloration des gels sont effectuées comme décrit

précédemment.
2.4.Le Label-free
2.4.1. Préparation des échantillons

Trente microgrammes de protéines ont ét€ repris dans 50 pl de tampon Lemmli (0,5 g SDS ;
2,5 ml glycérol ; 0,77 g DTT ; 5 ml B-mercapto-éthanol (Sigma-Aldrich) ; 25 ml de tampon
TRIS 6,8 ; 0,1 ml bleu de bromophénol 1%). Apres une breve centrifugation pendant 10
secondes a 2000 g, I’échantillon était déposé dans le puits d’un gel SDS-PAGE.
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Les gels SDS-PAGE étaient constitués d’un gel de concentration a 7 % d’acrylamide (9,3 ml
d’un mélange acrylamide/bisacrylamide ; 5 ml TRIS pH 6,8 ; 0,2 ml SDS 20 %; 0,4 ml APS
10 %; 0,04 ml TEMED, gsp 40ml H,O). La migration se faisait sous agitation magnétique et
sous refroidissement a une tension et une puissance maximales et sous une intensité de 10
mA/gel pendant 45 minutes puis de 20 mA/gel pendant 1 h (cuves Protean II xi (BioRad). Le
tampon de migration utilisé était composé de 72 gde glycine, 15,15 gde TRIS-base et5 gde

SDS pour un volume de 5 litres.

Apres la migration, le gel est coloré avec une solution colloidale de bleu de Coomassie
pendant 30 secondes, puis décoloré par plusieurs bains de décolorant (acide acétique 10 %,
éthanol 30 % et H,O 60 %). Pour chaque puits, une fine bande contenant ’ensemble des
protéines apparaissait pendant la décoloration. Ces bandes protéiques étaient ensuite

découpées et placées individuellement dans un tube Eppendorf.

Puis trois étapes de lavage (80 pl H,O pendant 10 min) et deux bains successifs de DTT (5
mM 50ul, 10 min), et d’iodoacétamide (25 mM 50 pl, 10 min) ont été réalisés. Par la suite, les
gels ont subit deux lavages a I'aide d’un mélange a volume égal de tampon carbonate (25
mM) /acétonitrile et d’un bain d’acétonitrile (100 pl 10min). Les bandes ont ét€ séchées a
I’évaporateur-concentrateur (Speedvac) pendant 30 min. Puis, deux bains d’une solution de
trypsine (5 pL de trypsine a 0,4 pg/uL. (Promega) dans 95 ul de tampon carbonate (25 mM)
étaient réalisés pendant 1 h30 a 37 °C afin de digérer les protéines en peptides. Lors de ces
essais (30 ug de chaque échantillon), la concentration de la solution de trypsine était ajustée a
0,1 ug/ul. Enfin, les peptides ont été repris directement dans une solution d’acide formique a
0,01% afin d’étre analysés par spectrométrie de masse aprés une évaporation suite a 1I’étape de

protéolyse.

2.4.2. Spectrométrie de masse

Les échantillons ont été analysés sur un spectrometre de masse LTQ Orbitrap Velos (Thermo
Scientific) équipé d'une source nano-ESI et couplé & une chaine chromatographique nano-
débit (Easy-nLC II, Thermo Scientific). Pour ces analyses, 1 pL de I'échantillon a été chargé
sur la colonne d'enrichissement (Cap Piege C8, 0,5 x 2 mm, Michrom bioressources) a une
pression de 200 bars dans 0,1 % FA. La séparation a été effectuée sur une colonne en phase
inverse (Cyg, L 153 mm, ID 5 pum, 100 A, Nikkyo Technos). Le gradient de 300 ul de débit est
le suivant : de 2 a 40% de tampon B (CH3CN/0,1% AF) en 105 min, de 40 a 80 % de B en 4
min et 80% de B pendant 15 min (tampon A : H,0/0,1% AF).
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Le spectrometre de masse était utilis€ en mode positif avec une tension de capillaire fixée a
1,5 kV et une température de la source fixée a 200 ° C. Les échantillons ont également été
analysés par fragmentation CID a I’aide d’une méthode référencée « Top20 ». Le balayage
MS initial était enregistré dans I'analyseur Orbitrap avec une résolution de 60000 sur une
gamme de masse m/z 400-2000. La aussi, les ions mono-chargés n’étaient pas sélectionnés.
Les principaux parametres généraux de spectrométrie de masse pour la fragmentation étaient
les suivants: seuil de signal d’intensité pour la sélection du précurseur fixé a 500 (Q-value de
0,25 et temps d'activation de 10 ms). Lors de ces cycles d’analyses, les 20 ions précurseurs les
plus intenses étaient sélectionnés pour I’étape de MS/MS. Les peptides cibles déja
sélectionnés pour la MS/MS ont été exclus de maniere dynamique pendant 30 s. La
fragmentation était survenue dans l'analyseur a picge a ions linéaire avec énergie de collision
normalisée de 35 %. Dans l'analyseur Orbitrap, toutes les mesures ont été réalisées apres
calibration interne a l'aide du pic de m/z a 445,12002 correspondant a un

polydiméthylcyclosiloxane (lock mass).

2.4.3. Identification des protéines

Les fichiers de données brutes ont été traités a 1'aide du logiciel Proteome Discover (Thermo
Scientific ; version 1.3). Les peptides ont ét€¢ identifiés grace a I'intégration du moteur de
recherche Mascot (Matrix Science ; version 2.2) utilisé contre la base de données SwissProt
(V55.6; 390696 séquences) restreint a la taxonomie Rattus Norvegicus (20009 séquences).
Les parametres suivants ont été utilisés: 1 clivage manquant et les modifications variables
concernant la carbamido- méthylation (C) et Poxydation (M). La tolérance de masse sur I’ion
précurseur et les ions fils étaient respectivement de 10 ppm et de 0,5 Da. Les résultats étaient
filtrés pour un taux maximal de faux positifs de 5%. Lors de ces analyses, uniquement les
protéines identifi€ées par au moins deux peptides associ€és a un degré de confiance élevé

(« High confidence ») ont été conservées.

2.4.4. Quantification relative par Progenesis LC-MS

Les données brutes (fichiers.raw) ont ét€ traitées avec le logiciel Progenesis LC-MS
(Nonlinear Dynamics ; V4.0.4441.29989). La détection des pics MS permettait de générer une
carte peptidique massique semblable a une carte d’2-DE avec les rapports m/z et les temps de
rétention (RT) comme coordonnées (figure34). L’étape suivante consistait a aligner les profils
obtenus, chaque signal (« feature », coordonnées mvVz, RT;) détecté lors de chaque séparation
était aligné sur le signal correspondant d’une séparation choisie comme profil de référence.

En premier lieu, 15 vecteurs étaient fixés manuellement pour servir de reperes lors de
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I’alignement. S’ensuivait un alignement automatique pour I’ensemble des signaux repérés sur
I’ensemble des séparations. L’étape suivante était le « pick peaking » qui consistait a
cartographier I’ensemble des pics, en leur attribuant une position, une abondance. Pour
améliorer le confort de cette analyse, les pics pouvaient etre visualisés dans différents reperes
(2 une, deux ou trois dimensions). Les pics correspondant a des ions monochargés et aussi
ceux de charge supérieure a 8 étaient écartés de 'analyse. A ce stade, l'abondance de tous les
pics était normalisée, normalisation qui donnait lieu a un facteur unique pour chaque

échantillon qui corrigeait les caractéristiques de I'échantillon.
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Figure 34: Principe de ’approche sans marquage « label free ».
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Chaque mélange peptidique était analysé individuellement par spectrométrie de masse
couplée a un systeme de chromatographie (A). Les profils obtenus étaient alors alignés sur
une des expériences qui sert de référence et grdce a des étalons internes ajoutés a
I’échantillon. Les intensités des pics peptidiques sur les spectres MS étaient alors suivis au
long de leur élution. Une fois que ces peptides étaient repérés lors de chacune des
expériences de LCMSMS, les rapports d’intensités établis selon ['aire des pics
chromatographiques mesurés pour permettre la quantification relative (B). Une fois le
peptide identifié (C), I’abondance des peptides uniques appartenant a une méme protéine a

été cumulé, alors [’'abondance d’une protéine a été comparée entre les conditions.

Pour sélectionner les ions présentant un comportement significativement différaient entre les
échantillons SD et HFD, un test statistique par analyse de la variance (ANOVA) a été réalisé
avec les abondances normalisées de I'ensemble des pics. Aucun rapport minimal de
modification d’abondance (« fold change ») n’a ét¢ fixé pour la sélection des données a
inclure pour la quantification. Les pics présentant une p-value inférieure a 0,05 (qui permet de
rejeter ’hypothése que les moyennes soient égales) et une q-value inférieure a 0,05 (fixant
moins de 5% de faux positifs) ainsi qu'une valeur de puissance statistique de 1’analyse
supérieure a 0,8 (nombre de réplicats nécessaires) ont été sélectionnées et utilisées pour
effectuer une analyse en composante principale (ACP). L’ACP a consisté a transformer des
variables liées entre elles (dites "corrélées" en statistique) en nouvelles variables décorrélées
les unes des autres, des axes principaux. Ainsi en sélectionnant uniquement les ions
présentant une abondance significativement différente entre les deux populations, cette
approche géométrique a permis de discriminer distinctement en deux groupes ou plus tels que

les populations SD et HFD.

Lorsqu'ils étaient présents, les spectres MS/MS des ions sélectionnés étaient exportés au
format générique de Mascot (fichiers.mgf) et utilisés pour l'identification des peptides via
Mascot avec des parametres de recherche identiques a ceux décrits ci-dessus. Tous les
peptides identifiés étaient sélectionnés s’ils présentaient un score d'identification supérieur a
20 (seuil d'identit¢ de Mascot) et s’ils étaient protéotypiques (signature d’une protéine
unique). L'abondance totale de la protéine a ét€ calculée en additionnant les abondances de
tous les peptides retenus. Une seconde ANOVA a été réalisée cette fois-ci avec les
abondances relatives de chaque protéine pour chaque échantillon afin d’établir un rapport

d’expression différentielle des protéines.

Salima Smine 79



Matériels et méthodes

3. Analyses biochimiques

3.1. Dosages enzymatiques
3.1.1. Lactate déhydrogénase (LDH)

La LDH est une enzyme cytoplasmique qui catalyse la conversion du pyruvate en lactate (ou

I’inverse selon ’isoforme) avec conversion concomitante du NADH et du NAD™.

La LDH a ét¢ dosée a l'aide d’un kit commercial (Bio-Maghreb), utilisant un dosage

spectrophotométrique.
» Principe
La LDH catalyse la réaction suivante :

Pyruvate + NADH + H* » L- Lactale + NAD"

En présence de pyruvate et de NADH/H™ la LDH produit du lactate et et le NAD™. Cette cinétique
peut étre évaluée a I'aide du NADH, en effet le NADH absorbe a 340 nm et par conséquent

Pactivité de la LDH a été évaluée en suivant la diminution du NADH.
Activité LDH = DO/min x 8095 (U/])
3.1.2. la L-tyrosinase

L’activité de la tyrosinase a ét¢ mesurée en utilisant le protocole de dosage de cette enzyme
dans les champignons avec quelques modifications. Dans un tampon phosphate PH6.8 (50
mmol/l) auquel on rajoute 20ul DOPA et le volume de I’échantillon. Une coloration due au
dopachrome formée est ainsi mesurée a une longueur d’onde de 450nm apreés une incubation
du mélange réactionnel a 37°C pendant deux heures. L’activité est ensuite reportée aux

différentes concentrations des échantillons.
3.1.3. Lipase

L’activité de la lipase a été mesurée par la transformation du p-nitrophénol dodecanoate selon
(Humbert, Guingamp, et Linden 1997).Les échantillons ont ét¢ incubés dans un mélange
contenant de 'EDTA (0,06M) et le NaOH (2M) pH 7,6 pendant 15 min a 37°C, puis le réactif
(P-nitrophényle dodécanoate) a été ajouté. Le mélange a ét€ incubé 3 min a 37°C puis la

densité optique a ét€ mesurée a 420 nm.
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SCJ'51113*-niaf-'l"‘313’h | W Incubationa  Arrétde la réaction
+950ul Tris HCI | 37°Cpendant 15~ avec 1ml EDTA

pH8.S / min (120mM)
+50ul echantillon

Centrifugation
- al0000g pendant
5 min

)
Mesuredela DO 4 412nm

lunité > lumol de p-nitrophenol

3.1.4. Glucose-6-phosphatase

Le dosage de la G-6-phosphatase est effectué en présence d’un tampon KCI additionné de
molybdate dissout dans du HC1 2N (2/3v), acide ascorbique 10% (1/9v) et du SDS 10%
(2/9v).Selon (Minassian, Montano, et Mithieux 1999), la G-6-phosphatase est mesuré par
ajout de son substrat le G6P (le glucose-6-phosphate) et par mesure I’absorbance (DO a
820nm) représentant la disparition du substrat au cours de la réaction. Le calcul de I'activité
G-6-phosphatasese fait par calcul de la pente d’une gamme étalon de KCI par rapport & la

quantité de protéines dans les différents échantillons.
3.1.5. Pyruvate déshydrogénase

La PDH intervient pour catalyser la décarboxylation oxydative du pyruvate en acétyl-CoA

selon la réaction suivante :

Fwruwvate Dehwdrogenase

o O HZCoA, .
nou p— I
HzC—C—C— 0O w H T —C—5—Cos + S0
pyvravate MADY  MADH acetvl-Cod

Pour mesurer I’activit¢ PDH dans les cerveaux de rat, un dosage spectrophotométrique a été
effectué en se référant a la méthode de Chretien et al. (1995) avec quelques modifications
apportées. 11 s’agit de suivre la réduction de NAD" en NADH a 340nm. Pour ce faire, un
tampon phosphate 50mM pH 7.4, le pyruvate de sodium (substrat), une solution de N AD+
(0.5mM) et I'enzyme ont été utilisés pour démarrer la réaction. L’activité pyruvate

dehydrogénase est ensuite mesurée en U/min/mg de protéines de cerveau.
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3.1.6. Les Calpains

Ce dosage consiste a évaluer lactivité des calpains qui sont des protéases calcium

dépendantes qui catalyse plusieurs réactions telles que la dégradation de la protéine kinase C.
» Principe

En présence de calpains le substrat N-Succinyl-Leu-Tyr-7-amido-4-methylcoumarin est clivé,

et libere un fluochrome qui absorbe a 360nm et qui émet a 460nm.

Les extraits de cerveau sont incubés pendant 10 minutes dans un tampon contenant
I’imidazole-HC1 (63 mM), - mercaptoéthanol (10mM) et le CaCl, (SmM). Le substrat a été
par la suite ajouté a raison de 200uM et la fluorescence a ét€ mesuré toutes les 10min pendant
40min. L’activité non dépendante du calcium a ét¢ mesurée dans les mémes conditions en
utilisant un tampon contenant de ’EDTA (10mM). Les résultats obtenus sont exprimés en

fluorescence par min par mg de protéine.
3.1.7. L’acétylcholinestérase
» Principe du dosage

Les acétylcholinesterases sont mesurées en utilisant un analogue du substrat naturel,
I’acétylthiocholine (ASCh) qui est hydrolysée par les acétylcholinesterases (AChE) en
thiocholine (TCh) et acide acétique. La thiocholine libérée est révélée en utilisant le réactif
D’ELLMANN (ELLMANN et al., 1961) ou DTNB (acide 5,5’-dithio-bis(2-nitrobenzoique))
qui permet de titrer les fonction thiols (-SH). Le produit final mesuré par absorptiona 412 nm
est le 5-thiol-2-nitrobenzoate (TNB) résultant de I’attaque du DTNB par la thiocholine,
donnant un produit annexe, la 4-thiocholine-5-thio-2-nitrobenzoate (TCh-TN B).

AChE
ASCh + HO » acide acétique + TCh

ICh+DINB » ICh-TNB + TNB
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> Protocole expérimental

MASSE| VOLUME
COMPOSANTS ET
SOLUTIONS A FINAL DE | COMMENTAIRES
MASSES MOLAIRES
PESER | SOLUTION
KH,PO420.1
-a conserver a 4°C
TAMPONS mol/L 6.8¢g
500 mL  |-A 200 mL de K,HPO4 (base),
PHOSPHATE | (136.09 g/mol)
d’eau ajouter la quantité suffisante
apH7et8 K,HPOs & 0.1
distillée |de KH,PO; (acide) pour
0.1 mol/L mol/L 871¢g )
obtenir un pH de 7 ou 8.
(174.2 g/mol)
3 mL de
-préparer extemporané ment
DTNB DTNB 11.9 tampon
-conserver a I'abride la
0.01 mol/L (396.3 g/mol) mg phosphate
lumiere
pH7
2 mL de
-préparer extemporané ment
ASCH ASCH 44.6m | tampon
-conserver a I'abride la
0.075 mol/L | (298.2 g/mol) g phosphate
lumiere
pHS8

Une modification du protocole a été¢ effectuée aprés que 1'on a observé un probléme

d’instabilité réactionnelle. En effet, (Scaps et al. 1997) observent qu’il faut utiliser 2 pH

différents car le DTNB est instable a pH 8 tandis que la réaction enzymatique est optimale a

pH 8. Le DTNB est donc préparé a PH 7 et ’ASCh a pH 8.

On passe ensuite les échantillons sur microplaques

BLANCS | ECHANTILLONS
Echantillon 0 uL 10 uL
Tampon Phosphate pH 8 260 L 250 uL
DTNB 20 uL 20 uL
ASCh 20 uL 20 uL
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Remarque : La lecture sur microplaques doit se faire tout de suite apres avoir mis I’ASCh car

la réaction est immédiate.

» Calcul de I’activité de I’AChE
L’activité AChE est exprimée :
Soit en unité arbitraire : 1 unité=0.001 A DO/min/mg protéines (Galgani et Bocquene 1990).
Soit en nmole/min/mg prot

AV = [(ADO/min) / € x 1] x (Vtot / Venz ) x 1000

¢ :représente le coefficient d’extinction moléculaire, € = 13,6 10°M!.em!,
1 : trajet optique de la cuve, 1=0,779 cm
Résultat en nmol/min/mg de protéines (d’ou le facteur 1000)
3.1.8. Analyse statistique

L'analyse statistique des résultats obtenus a été effectuée en utilisant le test statistique test t de

Student. Toutes les données ont é€t€ exprimées en moyenne + I’erreur type (M = SEM).
Avec M =X x / n; x signifiant la valeur du parametre étudié et n c’est le nombre de valeurs.
Le SEM = écart type/ N n.Pour la comparaison des valeurs nous avons utilisé le test ANOVA.
La différence est significative pour P < 0.05 (*).
La différence est hautement significative pour P < 0.01 (**).
3.2 Marqueurs du stress oxydatif
3.2.1. Activités antioxydantes
a. Dosage de la superoxyde dis mutase (SOD)

Le protocole de dosage de I’activité SOD a été décrit dans un premier temps par (Czeglédi,

Zsoldos, et M6zsik 1984) puis repris plus tard par (Kakkar, Das, et Viswanathan 1984).
» Principe

En présence de la catalase bovine I’épinéphrine est oxydée et forme des adénochromes qui
absorbent a la longueur d’onde A = 480 nm. Cette technique repose sur la capacité de la SOD
a inhiber 'oxydation de I’épinephrine, en piégeant le flux d’anion superoxyde. L’activité¢ de la

SOD dans les échantillons est €valuée par spectrophotocolorimetrie, en suivant pendant 5 min
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la cinétique de I’inhibition de la formation de 1’adénochrome et en la comparant au témoin ou

I’oxydation de I’épinéphrine est totale.
Les résultats sont exprimés en Unité SOD/min/mg de protéines.
b. Dosage de la catalase

La catalase est une protéine hé minique qui catalyse la transformation de I’hydrogéne en eau et

en oxygene moléculaire selon la réaction suivante :
2 H,O; — 2H,0 + O, (Aebi et al. 1974).
> Principe

La catalase catalyse la réaction de réduction du peroxyde d’oxygene en eau, la cinétique de
cette réaction est déterminée en suivant la quantité¢ de peroxyde d’oxygeéne dans le milieu. En
effet le H,O, absorbe a une longueur d’onde A = 240 nm, et par conséquent la cinétique
enzymatique est suivie par spectrophotométrie pendant 3 min et I’activité de la catalase est

proportionnelle a la diminution de la DO a 240 nm.

L’activité de la catalase est calculée comme suit :

Activité de la catalase=DO Omin — DO 3min/ 3*L*V en (Unité¢ CAT/mg prot/min)
g : coefficient d’extinction molaire de = 0,036 Mm-1cm-1

L : longueur du trajet optique = lcm

C : concentration du surnagent en catalase

V : volume de la prise d’essai

Les résultats sont exprimés en unité de catalase/min/mg de protéines.

3.2.2. Dosage du peroxyde d’hydrogéne (H>0O,)

Le peroxyde d’oxygene a €t¢ dosé par la méthode enzymatique. Le H,O, est réduit en eau par

les peroxydases suivant la réaction suivante :

2 HO,+Phénol+4- Amino-antipyrine __peroxydase ,  Quinoneimine rose + 4H,0

La quantité de quinoneimine (de couleur rose) est mesurée par spectrophotométrie a 505 nm

et la quantité de H,O, est déterminée grace a une gamme étalon.
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3.2.3. Dosage du calcium

Le calcium a été dosé dans le cerveau a I’aide d’un kit commercial qui nous a été fournis par

Bio-Maghreb, en utilisant la méthode colorimétrique.
» Principe :

Le calcium forme avec le complexant crésolphtaléine en milieu alcalin un composé coloré en
violet dont I'intensité est proportionnelle a la concentration en calcium. La densité optique est
mesurée a A = 570 nm et la quantité de calcium dans I’échantillon est déterminée a l'aide

d’une gamme étalon
3.2.4. Dosage du lactate

Le lactate joue un role primordial dans plusieurs processus biologiques. Des concentrations
¢levées en lactate ont été reliées a un état pathologique comme le diabéte et 'acidose lactique.
La forme la plus retrouvée dans le métabolisme humain est le L(+) lactate qui est présent dans
le sang. Le dosage du lactate est un dosage colorimétrique qui a été effectué par un kit utilisé
afin de détecter le L(+) lactate. Dans ce kit, il y a oxydation du lactate par la LDH dont le
produit généré interagit avec une sonde pour donner une coloration qu’on mesure a une

longueur d’onde max de 450nm.
4. Validation des résultats par Western blot

Le western blot est une technique semi-quantitative permettant la détection et I’étude de
I’expression d’une protéine spécifique sur une membrane. Elle se déroule en 3 étapes:
électrophorese, transfert et révélation. Les protéines sont séparées en fonction de leur taille
par électrophorese, puis elles sont transférées sur une membrane ou elles sont détectées par

des anticorps. La révélation est enfin réalisée par fluorescence.
Cette technique a été utilisée pour étudier I’expression de plusieurs protéines (Tableau 8).
4.1 Electrophorese SDS-PAGE et transfert

Les échantillons (de 5 a 20 pg/puits de protéines microsomaux) ont €¢té dénaturés 5 min a
95°C dans du tampon Laemmli (glycérol 60 %, Tris 2 M pH 6,8, SDS 10 %) (Laemmli,
1970), soumis a électrophorese sur un gel de SDS-PAGE 10%. Apres dépot des échantillons,
la migration est effectuée a 100 Volts (V) pendant 2h al’aide du tempon de migration (tableau
9B), jusqu’a la sortie du front de migration a I'extrémité inférieure du gel. Dans notre étude,

on a utilisé des gels SDS pré coulés pour la migration des protéines.
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Afin de détecter les protéines par les anticorps, elles sont transférées du gel vers une
membrane de nitrocellulose. Le transfert se fait en semi-sec. La membrane est placée face au
gel, entre deux couches de papier absorbant Whatman. Un courant électrique est appliqué aux
plaques de facon a ce que les protéines du gel chargées négativement migrent vers la borne
positive sur la membrane en conservant 1'organisation relative qu'elles avaient dans le gel 11
résulte de ce transfert que les protéines sont exposées sur une surface mince, ce qui facilite les
étapes de détection ultérieures (Burnette 1981b). La fixation des protéines a la membrane se
fait grice a des interactions hydrophobes et ioniques entre la membrane et les protéines. Le

transfert se fait pendant 20 min dans une cassette de transfert a 50 V.
4.2 Révélation

Apres transfert, les sites non spécifiques de la membrane sont saturés par de la BSA 2% soit
par du lait 5% -TBS/Tween 0.1% pour limiter une fixation non spécifique des anticorps. La
saturation est réalisée pendant 1h, sous agitation a température ambiante. Apres saturation de
la membrane, les protéines ont été hybridées avec l'anticorps primaire approprié dirigé contre
la protéine d'intérét. Les membranes sont par suite incubées avec 'anticorps secondaire dirigé
contre une portion espece-spécifique de l'anticorps primaire. L'anticorps secondaire est dilué
dans la BSA 2% soit dans le lait 5% -TBS/Tween 0.1 % et incubé avec la membrane pendant 1

h, a Pobscurité, sous agitation a température ambiante.

L’anticorps secondaire est un anticorps fluorescent qui, a une longueur d’onde spécifique,
émet une fluorescence directement proportionnelle a la quantité d’anticorps fixé et donc de

protéines reconnues.

L'acquisition des résultats est ensuite réalisée grace au systeme Odyssey FC Imaging System
2800 (Li-cor Science Tec, USA) qui détecte la chimioluminescence. L’image ainsi enregistrée
peut ensuite étre analysée a I’aide du logiciel Image J (NIH, USA) qui permet de quantifier la
densit¢ des bandes d’expressions protéiques et ainsi permettre une comparaison semi
quantitative entre les échantillons. Une analyse statistique est réalisée en utilisant le test t de
Student. Les différences sont considérées comme significatives pour p < 0.05. Une
approximation sur la taille des protéines étudi€es est réalisée en comparant les bandes
marquées a celles des marqueurs de masse moléculaire de la gamme étalon Benchmark
Prestain Protein Ladder (Invitrogen) chargé durant Iélectrophorese. Une quantification des

protéines totales de chaque échantillon déposé a été effectuée pour servir de controle.
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Les anticorps sont utilisés comme outils de détection possédant a la fois une bonne sensibilité

et une bonne spécificité, se liant directement a la protéine d'intérét. La spécificité et le facteur

de dilution pour lesquels la détection sera la plus fiable doivent étre vérifiés pour chaque

anticorps.
Protéines cibles | Masse moléculaire Anticorps Dilution de Anticorps 11
primaire (ACI) I’Anticorps I
VDAC 31 KDa Anti- VDAC 1/1000 Anti-Rabbit (IRD :
BioVision (3594- 700)
100)
Polyclonal rabbit
PPARG 52 KDa Anti PPARg 1/500 Anti-Rabbit (IRD :
(anticorps-enligne) 700)
Polyclonal rabbit
GAPDH 41 KDa Anti GAPDH 1/750 Anti-mouse (IRD:
(Biorad) 800)
Monolyclonal
mouse
Enolasel 50 KDa Anti Eno 1 1/100 Anti-mouse (IRD:
(Biorad) 800)
Monolyclonal
mouse
Tableau 8: Anticorps utilisés en western blot.
A B
Tampon d’échantillon 4X Tampon de migration
Tris HC10,5M pH6,8 0.909 gr || Tris HCI 25 mM
Bleu bromophénol0,5%0.075 gr Glycine 192 mM
SDS 10% 1.5 gr SDS 0.1 %
Saccharose 20% 3gr
B mercaptoéthanol 25 % 3.75 ml
H,O 15 ml

Tableau 9: Compositions des tampons d’un gel SDS
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Partie 1 : Approches physicochimiques et biochimiques
1. Effet du HFD et du GSSE sur les parametres anthropométriques

1.1. Composition du GSSE

Les niveaux des composés phénoliques trouvés dans la poudre des graines et de la peau du
raisin de type Carignan sont donnés dans le tableau 10. Les phénols totaux et les flavonoides
sont légerement plus élevés dans les graines que la peau, alors que les tannins condensés sont
beaucoup plus élevés dans les peaux (3 fois). Parmi les 15 composés phénoliques identifiés
dans les graines et les peaux, seulement ’acide 2,5 dihydroxybenzoique, caféique et férulique

étaient plus abondants dans la peau que dans les graines (tableau 11).

Composés phénoliques Graines Peau
Total phenolics(mg/g extract) 67 51
Total Flavonoids (mg/g extract) 16 14
Non flavonoids (mg/g extract) 51 37
Condensed tannins (mg/g extract) 1.22 343
Total anthocyanins (pg/g extract) 0.997 0.962

Tableau 10: composition du GSSE de Carignan en poly phénols totaux

Compon nds m'z negative MST REelative
mode [BM—-H | frag ment abund ance
()

Sead Skin

Catechin 2H9 2450108, 8 227 0.36
122 8
Epicatechin 2H 245010, 8 2. 83 .37
122 8
Procyvanidin 3TT 280 3/407.4 047 NI
dimmer
Procyvanidin trimer 2565 5TT Ny Ny
Duercetn 301 1530.8/1209 LN o047
Resveratrol 227 184.6/143 .14 It ]
BEuatin oo 19 3001 1.51 a.s5
' ani 151.14 135.7/108.1 1067 T.75
Crallic acid Lty 1247778 .9 S0 .3 3I2TT
P-coumaric acid 163 1 1993 NI 0.38
Rosmarinic acid 3502 T 81971 ] B 0.75
2. 5-dihydrox y- 1527 TS T AT 358 5190
benzoic acid
Caffeic acid 17 135 Ny 2.8
Chlorogenic acid 3353 1491 ol ] .34
Ferulic acid 193 134,80 .55 1. .46

Tableau 11: Analyse par LCMS/MS de quelques composés phénoliques trouvés dans le
GSSE du Carignan
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1.2. Poids corporel

Le suivi régulier (toutes les semaines) de 1’évolution du poids corporel (PC) pendant 8
semaines, chez les 4 groupes de rats, nous a permis de dresser des courbes représentatives de
I’évolution du PC ainsi que d’évaluer le gain pondéral absolu durant cette période de

traitement.

Nos résultats montrent que I'alimentation HFD induit une augmentation significative du PC
des animaux entre le premier et le dernier jour (figure 35 A). En effet le PC passe de

179.4+1.523g a 243+0.689g chez les rats témoins et de 182.8+1.256g a 280.4+1.453 g chez les

rats recevant un régime HFD.

L’administration intra-péritonéale de GSSE ramene significativement le PC des rats recevant
un régime HFD a la normale. En effet, il passe de 280.4+1.453 g a 252+0.576g. Les valeurs
du gain absolu en poids corporel varient dans le méme sens. En effet, ce gain qui consiste en
la difference entre le poids final et le poids initial, est respectivement de 1’ordre de
63.6£1.256,42.8+1.321, 92+2.348 et 69.1£0.589 pour les rats SD, SD+GSSE, HFD et
HFD+GSSE (figure 35 B).

A B
150+
280 -
5 : .
= g 1004 o
g 240 - :
&. ——SD 2
-}
g —&—SG 4
& 200 £
E HFD &
—*—HG

160 -

Figure 35: effet du GSSE sur I’évolution du poids corporel (A) et du gain de poids des
rats (B).
GSSE: Grape seed and skin extract; SD: standard diet; HFD: High fat diet. Les données sont
présentées sous forme de moyenne £SEM avec n=5 pour chaque groupe ; SD vs HFD : **p<0.001 ;
HFD vs HFD+GSSE : $$<0.001.
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Cependant, les rats recevant un régime standard et traité par le GSSE, ne montrent pas de
différences significatives concernant leur poids corporel, et ce par rapport aux controles

n’ayant pas re¢u de traitement au GSSE.
1.3. Poids relatifs du cerveau et du tissu adipeux

La figure montre qu’une alimentation riche en graisse HFD, pendant 60 jours, induit une
hypertrophie du tissu adipeux (36 A) alors que le poids relatif du cerveau reste inchangé
(36 B). En effet, on observe une augmentation significative du poids relatif du tissu
adipeux de lordre de 51% (1.7£0.005 contre 2.85+0.014g/100g PC). Cette
hypertrophie est corrigée par le traitement avec le GSSE. Toutefois, le GSSE n’a pas
d’effet sur le poids relatif du tissu adipeux chez les animaux recevant une alimentation

standard (SD).

A B
Poids du Tissu adipeux Poids des cerveaux
4- 2.0
e

_ 3 T _ 15 -
o o
c c
E 2+ > E 1.0
" 2

17 - 051

0 1 1 1 0.0 L]

condition condition

Figure 36: Effet du GSSE sur le poids relatifs du tissu adipeux et du cerveau

GSSE: Grape seed and skin extract; HFD: High fat diet; SD: standard diet. Les données sont
présentées sous forme de moyenne ISEM avec n=5 pour chaque groupe ; SD vs HFD :¥*p<0.05 ;
HFD

2. Effet du HFD et du GSSE sur I’enzymologie cérébrale
2.1.Effet du GSSE sur P’activit¢ LDH

Le lactate déshydrogénase est une enzyme clé du métabolisme énergétique, vue son

implication dans la production du lactate qui est la principale source d’énergie des neurones.
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De ce fait nous nous sommes intéressés a voir ’effet du co-traitement au GSSE lors d’un

traitement riche en gras (HFD) pendant 2 mois sur I’activité de cette enzyme.
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Figure 37: Effet du GSSE sur P’activité LDH cérébrale

GSSE: Grape seed and skin extract; HFD: High fat die; SD: standard diet; HG: HFD+GSSE. Le
GSSE a été administré par voie IP a raison de 500mg/kg/j. Les résultats sont exprimés en moyenne +
SEM (n=5 rats/lot). La différence des données est déterminée par le test ANOVA. HFD vs SD : **
p<0.001 ; HG vs HFD: $ p<0.05

Le dosage de la LDH cérébrale nous montre qu’apres 60 jours de traitement des rats avec un
régime riche en gras, cette activité enzymatique atteint le double de I'activit¢ LDH au niveau
des cerveaux du lot controle (SD) avec une différence hautement significative. Le traitement
au GSSE corrige cette augmentation. En effet, la différence de ’activit¢é LDH est significative
entre le groupe HFD et HG (HFD+GSSE). Ceci montre bien I'effet correcteur du GSSE qui a

diminué¢ I’activit¢é LDH dans les cerveaux de rats HG et 1’a rapproché des valeurs du lot SD.
2.2.Effet du GSSE sur ’activité de la L-tyrosinase

La L-tyrosinase est une enzyme impliquée dans la synthése indirecte des neurotransmetteurs.
En effet, elle est considérée comme enzyme clés dans la synthese de la mélanine dans la peau
et les cheveux ainsi que la neuromélanine dans le cerveau. Cette enzyme a un rdle crucial
dans le phénomene de la formation de la mélanine en intervenant dans deux étapes limitantes

de la mélanogenese.
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Figure 38: Effet du GSSE sur Pactivité L-tyrosinase cérébrale

GSSE: Grape seed and skin extract; HFD: high fat diet; SD: standard diet; HG: HFD+GSSE. Les
résultats sont exprimés en moyenne + SEM (n=5). La différence des données a été déterminée par le
test ANOVA. HFD vs HG : $$ p<0.001
L’analyse des résultats montre une augmentation non significative de I'activité tyrosinase par
le traitement riche en gras (HFD). Par contre une diminution tres significative (-65%) de cette
méme activité tyrosinase est observée suite au traitement des rats avec le GSSE. Le
traitement des rats obeses avec le GSSE ramene ces taux vers des valeurs proches du ré gime

normal (SD).
2.3.Effet du GSSE sur ’activité de la lipase

En étudiant I’effet du GSSE sur la lipotoxicité cérébrale, il nous est apparu pertinent de
mesurer ’activité lipasique. En effet, les lipases (E.C. 3.1.1.3) jouent un rdle primordial dans
la ré gulation des voies de signalisation lipidique.Ces enzymes hydrolysent les fonctions esters
de glycérides en glycérol et en acides gras. Leurs activités au niveau du cerveau a été
déterminée selon Humbert, Guingamp, et Linden (1997) utilisant le P-nitrophényle

dodécanoate comme substrat.
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Figure 39 : Effet du GSSE sur P’activité lipase au niveau du cerveau

GSSE: Grape seed and skin extract; HFD: high fat diet; SD: standard diet; HG: HFD+GSSE. Les
résultats sont exprimés en moyenne + SEM (n=5). La différence des données est déterminée par le
test ANOVA. HFD vs HG : $S p<0.001

2.4.Effet du GSSE sur ’activité de la glucose-6-phosphatase

Alors que tous les tissus et cellules de l'organisme sont capables d'utiliser le glucose, seuls le
foie, les reins et l'intestin sont capables de produire du glucose. Ceci est lié a I'expression dans
ces tissus d'une enzyme spécifique, la glucose-6-phosphatase, qui permet 1'hydrolyse du
glucose-6-phosphate (G6P) en glucose. Le glucose ainsi produit peut alors étre libéré dans la
circulation sanguine et dirigé vers d'autres tissus ou cellules dont l'activité fonctionnelle est
totalement (érythrocytes, rétine...) ou partiellement (cerveau) dépendante du glucose. Une
production normale de glucose est essentielle en période interprandiale (jeline nocturne) pour
le maintien de la glycémie dans ses limites physiologiques. L’utilisation du glycogene se fait
différemment au niveau du foie et du muscle squelettique. En effet, du fait de la présence de
la glucose-6-phosphatase dans le foie, ce tissu pourra largement participer au contrdle de la
glycémie (75% du glucose libéré dans la circulation). Dans le muscle en revanche, le glucose-
6-phosphate formé par la glycogénolyse servira de substrat au muscle lui-méme via la

glycolyse.
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Figure 40: Effet du GSSE sur P’activité G-6-phosphatase

GSSE: Grape seed and skin extract; HFD: high fat diet; SD: standard diet; HG: HFD+GSSE. Les
résultats sont exprimés en moyenne + SEM (n=5). La différence des données est déterminée par le
test ANOVA. SD vs HFD : ** p<0.001, HFD vs HG : $ p<0.05.

L’effet du HFD sur Pactivit¢ G-6-phosphatase est illustré dans la figure 40. L’analyse des
résultats montrent que [D’activit¢ de cette enzyme enregistre une augmentation tres

significative au niveau des cerveaux de rats recevant un régime enrichien graisse.

Le GSSE ramene significativement I'activit¢é G-6-phosphatase des rats obeses a des valeurs

comparables au SD.
2.5.Effet du GSSE sur I’activité du pyruvate déshydrogénase

Le pyruvate déshydrogénase (PDH) est une enzyme clé de la chaine respiratoire qui relie la
voie de la glycolyse avec celle du cycle de l’acide tricarboxilique. Cette enzyme est
considérée comme marqueur des voies métaboliques du glucose et des lipides. La mesure de

I’activit¢ PDH dans les cerveaux de rats nous renseigne sur ’effet du traitement effectué¢ sur

la lipotoxicité cérébrale.
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Figure 41 : Effet du GSSE sur Pactivit¢é PDH

GSSE: Grape seed and skin extract; HFD: high fat diet; SD: standard diet; HG: HFD+GSSE. Les
résultats sont exprimés en moyenne + SEM (n=>5). La différence des données est déterminée par le
test ANOVA. HFD vs HG : S p<0.05

2.6.Effet du GSSE sur les calpains

Les calpains sont des protéases calcium dépendantes qui catalysent la dégradation de
plusieurs molécules indispensables a la survie cellulaire. Elles sont tres impliquées dans les

processus de mort cellulaire lors d’un stress oxydatif.

2000 -
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SG
-+ HFD
-+ HG

activité des calpains 1dicps.'mg prot
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Figure 42: Variation de P’activité des calpains au niveau du cerveau chezles 4 lots de
rats apres 60 jours de traitement au gras et au GSSE. Le GSSE a été administré par voie
IP a raison de 500mg/kg/j. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM (n=5 rats/lot).

Les résultats du dosage de I’activité des calpains nous montre que les cerveaux SD (Eth) et

SG ont une faible activité. Apres 45 min d’incubation, les cerveaux HFD ont une activité des
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calpains 3 fois plus importante que celle trouvée dans les 2 autres groupes. Le GSSE ramene

I’activité des calpains dans les cerveaux HG (HFD+GSSE) aux valeurs du groupe SD.

2.7.Effet du GSSE sur ’acétylcholinestérase
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Figure 43 : Effet du GSSE sur Pactivit¢é AChE

GSSE: Grape seed and skin extract; HFD: High fat die; SD: standard diet; HG: HFD+GSSE. Le GSSE a
été administré par voie IP a raison de 500mg/kg/j. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM
(n=5 rats/lot). La différence des données est déterminée par le test ANOVA. SD vs HFD: * p<0.05

2.8.Effet du GSSE sur la superoxyde dismutase (SOD)

Nous avons opté pour la mesure de Iactivité de la SOD totale au niveau du cerveau afin de

voir ’effet du traitement au HFD puis au GSSE sur les cerveaux.
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Figure 44: Effet du GSSE sur Pactivité SOD cérébrale

GSSE: Grape seed and skin extract; HFD: High fat die; SD: standard diet; HG: HFD+GSSE. Le GSSE a
été administré par voie IP a raison de 500mg/kg/j. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM
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(n=5rats/lot). La différence des données est déterminée par le test ANOVA. SD vs HFD: ** p<0.001,
SDvs SG : $<0.05

Les résultats obtenus montrent qu’apres un traitement riche en gras (HFD) et en absence de
GSSE, Tlactivit¢ de la SOD double et elle est significativement plus élevée par rapport au

contrdle. Le traitement au GSSE ramene ces taux élevés a des valeurs proches des cerveaux

de rats controle SD.
2.9.Effet du GSSE sur la catalase

L’effet du HFD sur lactivité catalase est illustré sur la figure 45. L’analyse des résultats
montre que  Dlactivit¢ de cette enzyme enregistre une augmentation significative
exclusivement au niveau des cerveaux des rats recevant un régime alimentaire riche en

graisse.

Le GSSE ramene ’activité catalase des rats obeses a des valeurs comparables au SD.
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Figure 45: Effet du GSSE sur Pactivité catalase cérébrale

GSSE: Grape seed and skin extract; HFD: High fat die; SD: standard diet; HG: HFD+GSSE. Le GSSE a
été administré par voie IP a raison de 500mg/kg/j. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM
(n=5rats/lot). La différence des données est déterminée par le test ANOVA. SD vs HFD: * p<0.05,
HFD vs HG : $§<0.05

3. Effet du HFD et du GSSE sur les médiateurs de la transduction des signaux

3.1.Calcium cérébral
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L’effet du HFD sur la concentration cérébrale du calcium est illustré par la figure 46 qui
montre une augmentation significative du calcium dans le cerveau des rats obeses par rapport

aux témoins.

Le traitement au GSSE corrige la dépletion du taux de calcium cérébral et le ramene a des

valeurs proches du témoin (SD).
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Figure 46 : Effet du GSSE sur le taux de calcium cérébral

GSSE: Grape seed and skin extract; HFD: High fat die; SD: standard diet; HG: HFD+GSSE. Le GSSE a
été administré par voie IP a raison de 500mg/kg/j. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM
(n=5 rats/lot). La différence des données est déterminée par le test ANOVA. SD vs HFD: * p<0.05

3.2.Lactate cérébral

L’effet du HFD sur la concentration cérébrale du lactate est illustré par la figure 47 qui
montre qu’'un traitement riche en graisse (HFD) engendre une augmentation trés significative
du taux de lactate dans le cerveau et qu'un co-traitement au GSSE corrige significativement
cette augmentation et restaure le taux du lactate au niveau de celui des cerveaux de rats

témoins (SD).

Ilest a signaler que chez les rats recevant un régime standard, un traittment au GSSE entraine
une accumulation moins significative du lactate dans les cerveaux contrairement a son effet

chez rats obeses.

Salima Smine 100



Résultats

0.4-
Xk
— 0.3- —r
=
E
< 0.2
I S
E T
= 0.1-
0.0 : :

Figure 47 : Effet du GSSE sur le taux de lactate cérébral

GSSE: Grape seed and skin extract; HFD: High fat die; SD: standard diet; HG: HFD+GSSE. Le GSSE a

été administré par voie IP a raison de 500mg/kg/j. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM

(n=5 rats/lot). La différence des données est déterminée par le test ANOVA. SD vs HFD: ** p<0.001,
S p<0.05.

3.3. Peroxyde d’hydrogéne cérébral

Le HFD augmente de facon significative le niveau de H,O, cérébral. Le traitement au GSSE

diminue significativement le niveau de H,O, cérébral des rats soumis au régime SD et annule

I’effet du HFD sur le H,O, cérébral.
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Figure 48: Effet du GSSE sur le taux du H,O; cérébral

GSSE: Grape seed and skin extract; HFD: High fat die; SD: standard diet; HG: HFD+GSSE. Le GSSE a
été administré par voie IP a raison de 500mg/kg/j. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM

(n=5 rats/lot). La différence des données est déterminée par le test ANOVA. SD vs HFD: * p<0.05.
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Partie 2 : Etude protéomique

1. De la préparation d’échantillons a ’analyse protéomique quantitative

1.1. Analyse différentielle du protéome total des cerveaux de rats traités

1.1.1. Extraction des protéines a partir des cerveaux et dosage

Trois réplicats de chaque condition biologique (SD, SD+GSSE, HFD, HFD+GSSE) ont été
utilisés pour I’extraction des protéines solubles avec le tampon D2R2 (Urée 7M (Acros),
Thiourée 2M (Acros), DTT 65 mM (Acros), CHAPS 4% (Acros), TRIS HCL 0,04 %
(ACROS) additionné de 100l d’inhibiteurs de protéases (Roche)) apres une étape de
délipidation, a partir des cerveaux de rats dans les différentes conditions de traitement. La
quantité de protéines totales est dosée par la méthode de Bradford afin de pouvoir mener

I’électrophorese sur gelavec 150pug de protéines totales par gel.

Les résultats du dosage des 4 extraits protéiques sont représentés dans le tableau suivant

(moyenne des trois réplicats biologiques de chaque condition) :

Echantillons [protéines totales] mg/ml
SD 15.78
SD+GSSE 18.96
HFD 9.5
HFD+GSSE 16.27

1.1.2. Séparation sur gel monodimensionnel

Afin d’avoir une idée préliminaire sur le contenu protéique des cerveaux des rats traités dans
les différentes conditions, on a eu recours a I’¢lectrophorése monodimensionnelle SDS-
PAGE. Apres normalisation des volumes prélevés de chaque échantillon par rapport a leurs
concentrations protéiques, on ajuste les volumes avec du tampon d’échantillon. Une
optimisation des conditions de migration sur gel a été élaborée et nous a permis d’utiliser un

gel d’acrylamide a 14% sur lequel on a déposé une quantité de 150 ug de protéines.
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Figure 49: Gel SDS-PAGE d’extraits protéiques de cerveaux coloré au nitrate d’argent

MM : marqueur moléculaire ; SD : standard diet ; SG : SD+GSSE ; HFD : High fat diet ;
HG : HFD+GSSE ; GSSE : Grape seed and skin extract.

Sur la figure 49, le gel 1D ne présente pas de différences significatives entre les extraits
protéiques de cerveaux dans les 4 conditions. Cependant, le trop grand nombre de bandes

protéiques pourrait masquer des différences entre les échantillons déposés sur gel.
1.1.3. Séparation par électrophorese bidimensionnelle

Le grand nombre de bandes protéiques observées sur le gel 1D pourrait masquer des
différences entre les échantillons correspondant aux différentes conditions de traitement
déposés sur gel Nous avons alors eu recours aux gels bidimensionnels. Les conditions
électrophorétiques sont détaillées dans la partie ‘matériel et méthodes’. De plus, dans la
mesure ou les migrations ont été effectuées en parallele et a partir de la méme méthode
d’extraction des protéines des cerveaux de rats, une comparaison des profils protéiques dans

les 4 conditions de traitement a été élaborée (Figure 50).
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SD+GSSE

HFD HFD+GSE

Figure 50: Cartes 2-DE des échantillons de cerveaux dans les 4 conditions avec un
gradient de pH 4-7.

Ainsi, une mise au point a été effectuée en vue d’optimiser les parametres de la 2D. La
premicre étape de la mise au point était le choix du gradient de pH dans lequel se réalise
I’étape de focalisation des protéines. Avec un gradient de pH compris entre 3 et 10, de
nombreuses protéines des cerveaux n’ont pas été bien séparées du coté acide des gels. C’est
pourquoi nous avions restreint la gamme de séparation du gradient de pH, en utilisant des
bandelettes de pH 4-7. Il faut noter la présence d’un spot trés abondant en haut du gel, qui

perturbait la migration dans cette région. Celui-ci correspondrait a une protéine

particulierement abondante dans les cellules eucaryotes.

Afin d’améliorer la qualité des cartes protéomiques, les échantillons étaient traités

apres I'étape de lyse cellulaire avec le kit 2-D clean Up (figure 51). Cette fois, les résultats
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¢taient trés encourageants a plusieurs niveaux. En premier lieu, lors de I'étape d’IEF, la
montée en tension s’effectuait normalement, ce qui témoignait de la réduction de la quantité
de composés interférents lors de ce traitement. De plus, les cartes protéomiques présentaient
une meilleure focalisation des spots protéiques ainsi qu'une forte diminution des trainées

horizontales observées précédemment.

2Dclean up

Figure 51: Cartes 2-DE du mé me échantillon traité ou non avec le kit 2-D clean Up.

Malgré ces résultats probants, la phase d’optimisation de I'2-DE a été longue. Il s’est révélé
difficile de réaliser des cartes protéomiques interprétables avec les échantillons traités au gras
HFD. En effet, il était difficile d’obtenir des gels reproductibles, permettant de réaliser une

analyse comparative entre les échantillons de cerveaux de rats traités dans les 4 conditions.

De plus, il semblait difficile d’é¢tudier 'ensemble des protéines en une seule analyse. Suivant
la gamme de pH choisie, un certain nombre de protéines n’était pas bien focalisées et ne
pouvait étre comparées entre les groupes de rats. La difficulté a obtenir des gels semblables
pouvait provenir du nombre important d’étapes sensibles a des biais dans une analyse par 2-
DE. Ainsi, pour obtenir des cartes protéiques fiables, il s’est avéré nécessaire de faire migrer

au maximum deux bandelettes en méme temps lors de la premiere dimension.

En outre, le manque de reproductibilité au sein d’un méme groupe de rats réduisait fortement
les capacités de I’analyse différentielle. Cette différence pouvait provenir de I'étape
d’extraction des protéines a partir des cerveaux de rats. En effet, les échantillons pouvaient
étre plus moins contaminés par les sels et les lipides, ce qui influengait la migration des

protéines et la qualité des cartes protéiques obtenues.
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A Tissue de ces travaux, la 2-DE ne nous a pas semblé étre la technique la plus adaptée pour
identifier de potentielles différences apportées aux protéomes des rats suite aux différents

traitements effectués dans notre étude.

1.2. Analyse MALDI des échantillons de cerveaux de rats dans les diffé rentes conditions

de traite ment

Face aux difficultés des méthodes d’analyse classiques, les approches d’analyse protéomique
par spectrométriec de masse présentent un intérét certain. En effet, elles ne sont pas limitées
par la taille et la composition de banques de données protéiques et peuvent identifier non
seulement des cibles connues mais aussi de nouveaux candidats cliniques. Les avantages
analytiques inhérents a la spectrométrie de masse (MALDI TOF) incluent sa sensibilité, sa
résolution, sa vitesse et son débit d’analyse, combinés aux méthodes poussées d’interprétation
des données grace aux outils bioinformatiques. Cette approche permet I'identification rapide
et systématique de centaines de protéines candidats. Au-dela de la simple identification, les
stratégies mises au point doivent offrir la possibilité de comparer des échantillons et de
proposer des ¢1éments discriminants. Par exemple, ’analyse comparative du protéome de rats
obéses présentant des complications différentes (diabete, cancer...) peut produire une
information sur les modifications induites par la maladie directement au niveau protéique
ainsi son implication dans le processus de I’obésité. La procédure permettant de découvrir de
nouveaux biomarqueurs diagnostiques ou des cibles thérapeutiques suit un cheminement long
et complexe allant de la collecte et la préparation d’échantillons prélevés sur des rats, a la
validation des résultats, en passant par I’analyse protéomique différentielle permettant de
proposer des biomarqueurs potentiels. Le défi reste qu’a chaque étape, de nombreux éléments

peuvent affecter la reproductibilité et des biais peuvent influer sur le résultat final.

Nous avons choisi d’appliquer cette approche a I’identification de nouveaux marqueurs au
niveau du cerveau de rats dans le cas de I’obésité ainsi que I'effet du GSSE sur ces protéines
touchées par le gras. Dans ce contexte, une large part du travail a d’abord consisté en la mise
au point de conditions et d’outils expérimentaux pour une analyse ciblée et la plus complete
possible des protéines spécifiques mal régulés de I'obésité. Récemment, le concept de profils
peptidiques et/ou protéiques cérébraux chez les rats dans les différentes conditions de
traitement a ét€ proposé. Cette notion propose la détection de plusieurs marqueurs pour
identifier I’effet du gras ainsi que celui apporté par le GSSE de maniere spécifique avec
fiabilit¢é. Dans ce contexte, I’analyse directe des tissus cérébraux par MALDI répond

parfaitement a ces criteres.
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Nos études ont été plus particulierement focalisées sur les différences de présence des
peptides ou protéines des cerveaux dans les différentes conditions de traitement, dont le but
est de détecter par études différentielles ces biomarqueurs potentiels dans les tissus a I'aide
des outils statistiques. Par la suite, apres caractérisation, ces biomarqueurs pourront etre
validés par d’autres approches comme I’approche western blot plus quantitative utilisant des

anticorps spécifiques et la biologie moléculaire.

Plusieurs difficultés pour ce type de projet sont a souligner. Ces difficultés résident dans les
différences entre les tissus en contenu peptidique/protéique li€s a la variabilité entre les rats.
Comme pour toute approche protéomique, il existe la variabilité intra-rat. Afin d’assurer une
bonne reproductibilité de ’analyse protéomique, un méme cerveau a subit des répétitions
techniques au MALDI. Une autre difficulté réside dans la variabilité inter-rat. Cette
modification est beaucoup plus difficile a contrdler et nécessite un grand nombre
d’échantillons pour étre palliée. Dans cette étude, tous les rats sont du méme sexe muni d’un

méme élevage et étant traités dans les mémes conditions pendant les 8 semaines.

De plus, pour ’analyse des résultats du MALDI, nous n’avons considéré que les marqueurs

protéiques absents/présents entre les cerveaux SD/HFD et ceux des HFD/HFD+GSSE.

1.2.1. Analyse MALDI des protéines et des peptides digérés a partir des cerveaux de
rats

L’analyse des protéines extraites a partir des cerveaux de rats traités dans les différentes
conditions montre des différences trés peu remarquables sur les profils des spectres MALDI
TOF. La figure 52 montre qu’il y a des différences entre les conditions expérimentales. Des
pics sont présents aussi bien chez les cerveaux des rats HFD que ceux traités au GSSE
(HFD+GSSE) tels que le pic m/z 8200 et le pic m/z 11790. Cependant, le pic correspondant a
m/z 4969 n’est pas détecté chez les cerveaux de rats non traités (SD) mais présent chez les
rats traités au gras (HFD). Le traitement au GSSE corrige cette augmentation d’ou la
disparition de m/z 4969 dans les échantillons de cerveaux de rats traités HFD+GSSE.
Plusieurs autres pics correspondant a d’autres protéines présentes dans les différents
échantillons sont détectés. Il est a signaler quon ne tiendra compte que des pics
correspondants aux ions absents/présents dans les différentes conditions de traitement. De ce
fait, il existe dans les différents échantillons plusieurs pics dont I'intensité est modulée d’une

condition a une autre.
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En observant certaines régions du spectre de la figure 52, force est de constater que les pics
correspondant aux protéines identifiées ne sont pas bien séparées ce qui explique la zone de la
gamme considérée entre 4000 et 8000 sur les spectres protéiques MALDI. Ainsi I’extraction

peptidique se présente comme une étape primordiale a I’obtention de spectres de qualité
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Figure 52: Spectres de masse MALDI TOF obtenus a partir de cerveaux de rats SD (a),
HFD (b), SD+GSSE (c), HFD+GSSE (d) enregistrés en mode linéaire positif apres dépot
de la matrice HCCA.

Par la suite, une digestion trypsique en solution a été entreprise et une différence de profil
peptidique a été relevée apres analyse MALDI TOF des différents digests. En effet des
peptides (m/z 2798.507, m/z3183, m/z3598) n’apparaissent pas dans les fractions SD+GSSE
et HFD+GSSE mais sont présents dans les fractions SD et HFD (figure 53).

L’analyse des cerveaux dans les 4 conditions de traitements (SD, HFD, HFD+GSSE,
SD+GSSE) révele des profils peptidiques différents. La figure 53 présente un exemple de
profils types obtenus sur ces échantillons. Comme le montre la figure 53, les ions présents
dans les deux spectres sont relativement différents, mettant en évidence une modification du
contenu peptidique des cerveaux dans le cas de rats traités au gras (HFD) par rapport a ceux
recevant un régime normal (SD). De méme pour les cerveaux de rats obeses traités au GSSE

dont le contenu peptidique est différent de celui des rats HFD. Il est a signaler que tous les
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ions ont été retenus sur les spectres MALDI TOF aussi bien les pics absents/présents dans
I’une des conditions que les pics qui ont subi une modulation d’intensité. On ne tiendra
compte pour I’interprétation des résultats que de I'effet du gras (qui revient a comparer les
profils SD vs HFD) et I’effet du GSSE sur la lipotoxicité cérébrale qui est montré par la
comparaison des profils peptidiques HFD vs HFD+GSSE.
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Figure 53: Spectres de masse obtenus a partir d’échantillons de cerveaux de rats (a)SD,

(b)HFD, (c)HFD+GSSE, (d)SD+GSSE obtenus apres digestion trypsique et enregistrés en

mode linéaire réflecteur positif apres dépot de la matrice HCCA.

Les analyses sur les extraits peptidiques aprés lavage a ’acétonitrile acidifié ont permis de
retrouver le fragment de m/z 1572 dans les échantillons de rats SD et HFD alors qu’il n’a pas
été détecté dans aucun des spectres de cerveaux de rats trait€s au GSSE (HFD+GSSE et
SD+GSSE). Grace a cette approche, le fragment de m/z1572 a été€ détecté ainsi que d’autres

peptides et protéines de petite taille.
1.2.2. Conclusion

L’analyse protéomique différentielle par MS s’appuie sur la comparaison du contenu
protéique de plusieurs extraits cérébraux issus de rats obeses (HFD) et traités au GSSE
(HFD+GSSE) ou de rats suivant un régime standard (SD). Cette approche a permis de mettre
en évidence des protéines ou des fragments de protéines exprimés spécifiquement par le

traitement au gras ou au GSSE par rapport au SD. Ces différences de profils protéiques et
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peptidiques sont bien en concordance avec les résultats des gels 1D ou bidimensionnelle qui
ont été entrepris précédemment. Parmi celles-cion trouve le fragment 4969 apres une analyse
protéique MALDI ou le fragment 1572 apreés une digestion trypsique du produit protéique

ainsique d’autres protéines.

Les résultats qualitatifs préliminaires de ces analyses comparatives entre les protéomes
cérébraux dans les différentes conditions de traitement étant encourageants, nous nous
sommes orientés vers I’étude quantitative des protéines différenciées dans les cerveaux de rats

traités ou non au gras (HFD) et au GSSE.

Pour ce faire, nous avons opté pour d’autres techniques complémentaires basées sur la
spectrométrie de masse haute résolution tel que LTQ-orbitrap qui a l’avantage de
I’identification ainsi que la quantification d’un grand nombre de protéines d’un mélange

complexe.
1.3. Analyse differentielle par ’approche protéomique quantitative (Label-Free)

Les études de protéomiques differentielles utilisant la quantification sans marquage (Label-
free) sont basés sur la quantification MS1 (aires des pics d’é¢lution chromatographique des
peptides) ou sur le nombre de spectres MS/MS acquis pour chaque protéine (Griffin, Yuetal ;
2009). Cette technique présente plusieurs avantages : son faible cout puisqu’elle ne nécessite
pas de marquage et sa gamme dynamique importante puisqu’elle permet 1’identification et la
quantification les protéines d’un échantillon complexe. Cependant, la technique de
quantification sans marquage présente aussi un inconvénient majeur. En effet les analyses des
différents échantillons a comparer se faisant successivement, il est possible de trouver une
variation de temps de rétention pour un meme peptide.Cela impliquera alors, au cas ou la
disparit¢ se révele trées importante, I’utilisation d’un outil de réalignement des analyses
effectuées avant toute reconstitution de profils peptidiques. Cette lacune en terme de
traitement bioinformatique est également retrouvée dans la technique avec marquage : en effet
malgré que les échantillons peuvent etre mélangés plus ou moins tot dans I'extrait biologique,
il est tout de meme nécessaire de repérer les peptides appariés (forme isotopiquement 1€ gere
et alourdie par exemple). Il est donc clair que chacune des techniques (avec ou sans
marquage) a ses limites, c’est pour cela qu’il n’y a pas de consensus pour le choix de la

technique a suivre pour aborder un projet d’ étude.

Pour chacune des conditions de traitement (SD, SD+GSSE, HFD, HFD+GSSE) et afin de

diminuer les variations d’intensité ionique dues a des différences de configuration du systéme
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chromatographique, on a passé les échantillons de fagon successive afin d’avoir des temps de
rétention les plus reproductibles. On appelle extraction ionique le processus de détermination
des volumes des pics peptidiques et le pic d’¢lution est appelé EIC ou XIC (Extracted Ion
Chromatogram). Pour chaque m/z, un XIC lui est attribué dans chaque expérience nano-LC
MS/MS et les volumes des pics résultant peuvent etre comparées de facon quantitative entre

les différents échantillons. Pour ce faire deux logiciels ont été utilisés :

o Proteome Discover : un logiciel qui permet 1’identification des protéines dans les

différents échantillons

o Progenesis : commercialisé par Nonlinear dynamics qui a été utilisé principalement
pour I’analyse 2-DE differentielle. Recemment ila été utilis¢é comme la méthode de choixpour
la quantification des protéines a partir des expériences nano LC-MS. Ce logiciel permet
d’analyser les données en 3 étapes : traitement des données bruts avant la génération des
valeurs d’aires des pics peptidiques (pre-processing), integration (génération des valeurs de

XIC) et analyse statistique.

Dans notre étude nous avons opté pour une comparaison des profils protéiques entre les 4
conditions commengant par I’étude de I’effet du traitement riche en graisse sur les protéines
des cerveaux de rats (SD vs HFD) puis voir leur correction par le GSSE (HFD vs
HFD+GSSE) afin d'élaborer une analyse differentielle entre les 3 conditions (SD, HFD,
HFD+GSSE) et de montrer I’effet protecteur du GSSE contre la lipotoxicité cérébrale a partir

des profils protéiques obtenus par I’analyse ‘label-free’.
1.3.1. Quantification relative a ’aide de Progenesis LC-MS (Nonlinear Dynamics)

Pour chacune des conditions de traitement (SD, HFD, SD+GSSE et HFD+GSSE), et pour
limiter les variations d’intensité ionique dues a des différences de configuration du systéme
chromatographique, nous avons passé les échantillons successivement afin d’obtenir des
temps de rétention les plus reproductibles possibles. Le processus de détermination des
volumes depics peptidiquesest appelé extraction peptidique et le pic d’¢élution est appelé EIC
ou XIC (EXtracted Ion Chromatogramm). Ce XIC peut etre produit pour chaque m/z de
chaque expérience nanoLC-MS/MS et les volumes des pics résultants peuvent etre comparés
de facon quantitative entre les différents échantillons. Pour notre approche Label-free utilisée

on a choisis le logiciel Progenisis LC-MS(Nonlinear Dynamics, Newcastle,Upon-Tyne, UK).

a) Pre-Processing des données
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Les 36 «wiff» (4 conditions de traitement* 3réplicats biologiques*3réplicats téchniques) sont
importés directement dans Progenisis. Chaque « data file » est représenté par un diagramme a
deux dimensions (RT en abscisses et m/z en ordonnées). Le «run» de référence a été
sélectionné automatiquement et tous les autres « runs » ont été alignés a celui-ci. L’étape
d’alignement est treés rapide (environ deux heures) (figure 54). Progenisis indique, en %, la
valeur de score d’alignement de chaque « run » par rapport a celui de référence (figure 55).0On
considére que I’alignement est bon a partir d’une valeur de 60%. Une zone verte sur la carte
peptidique (figure 56) correspond a un bon alignement, auquel cas il n’est pas necessaire de

I’examiner manuellement (figure 56).
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Figure 54: Durée d’alignement des 36 « runs »

Run Includs?f  Vectors Score
Cerveau H2a .11- 521 85,9%
Cerveau H3a 1 427 E54%
Cerveau H4b ] TS T25%
Cerveau Sla :'I 200 T5.0%
Cerveau S2a & 47T E8%
Cerveau S3a B S5 E5E%
Cerveau S4b v # Ref

Cerveau HG4a & 365 4%
Cerveau HG2a & £ 6,2%

Figure 55 :Table d’alignement des vecteurs etscores de quelques « runs »
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Figure 56: Réaligne ment des cartes 2-D massiques

Pour la détection des peptides, des parametres de « pic peacking » peuvent etre fixés (charge
maximale et temps de rétention). Dans notre cas nous avons changé la charge maximale des
peptides qu’on a limitée a 8. Apres leur détection, les peptides sont filtrés en laissant que ceux
qui sont 2 a 8 fois chargés. Une normalisation automatique est ensuite appliquée sur tous les

peptides de chaque « run ».

Pour I’identification, les spectres MS/MS de notre selection sont exportées sous forme d’un
sous fichier «.mgf» et identifiés a I’aide du moteur de recherche Mascot. Une fois la recherche
finalisée, les résultats Mascot sont exportés sous forme de fichier «.xml» et importés au sein

de Progenisis. Toute identification ayant un score inférieur a 15 a été éliminée.

b) Calcul des valeurs d’aires des pics peptidiques

N

La quantification par Progenisis a été faite a partir des peptides protéotypiques de chaque
protéine identifiée. Progenisis extrait le XIC de chaque peptide et utilise la moyenne
normalisée des abondances de chaque peptide par condition.Les volumes de pics résultants
peuvent etre comparés de facon quantitative entre les différentes conditions. Les résultats

peuvent etre visualisés sous la forme 1D, 2D ou 3D (figure 57).
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AreSinh Hommalised Abundance

HFD ‘ He

Figure 57: Représentation schématique du XIC. (A) :1D, (B) :2D et (C) :3D
¢) Analyse statistique

A la différence des autres logiciels qui traitent statistiquement les données par le T-test afin de
comparer deux groupes indépendents, Progenisis utilise ’ANOVA test (Analysis of
Variance)qui permet de comparer les moyennes de plusieurs groupes indépendants et de
représenter les résultats sous forme de profile d’expression (figure 58). Toutes les protéines
que nous avons selectionnées ont une p-value <0.05. Progenisis est capable de créer des
dendogrammes pour illustrer le regroupement des protéines différentiellement exprimées

entre les groupes. Il est aussi capable de réaliser une PCA (Principal Components
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Analysis)sur les données pour la mise en évidence de similitudes et de différences entre les

différentes conditions étudi€es (figure 58).
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Figure 58 : illustration des protéines regroupées sous forme d’une PCA

Apres avoir identifié et quantifié les protéines différenciées entre les différentes conditions de
traitement, plusieurs outils informatiques ont été utilisés afin d’analyser les voies
métaboliques présentes dans I’ensemble des données. Les voies métaboliques les plus
importantes qui ont été touchées aussi bien par le traitement HFD que par le traitement au

GSSE sont représentéesdans le tableau 10.
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Canonical pathways -log(p-value)® b (01:::_]1(;1)) Proteins
Exp 1. Pathways promoted in HFD
Mitochondrial dysfunction 3,89 0,0224 (3/134) HSD17B10,ATP5B,VDACI1
Calcium transport I 2,15 0,111 (1/9) ATP2B2
Exp 1. Pathways promoted in SD
p70S6K signaling 3,64 0,0275 (3/109) YWHAQ,GNAI2,PPP2RI1A
Mitochondrial dysfunction 3,37 0,0224 (3/134) NDUFV1,GPD2MT-CO2
HIPPO signaling 2,55 0,0286 (2/70) YWHAQ,PPP2RIA
PI3K/AKT signaling 2,22 0,0192 (2/104) YWHAQ,PPP2R1A
Exp 2. Pathways promoted in HFD
Mitochondrial dysfunction 11,90 0,097 (13/134) o Eg%ﬁg}ggfﬁﬁg@%{ D ATPIALUQERCZNDUTES?.
HIPPO signaling 8,01 0,114 (8/70) PPP2R1A,YWHAE,YWHAH,PPP2CA ,PPP2R2A,YWHAB,YWHAZ,PPP1CB
PI3K/AKT signaling 6,65 0,0769 (8/104 PPP2R1A,YWHAEM APK1,YWHAH,PPP2CA PPP2R2A,YWHAB,YWHAZ
p70S6K signaling 6,49 0,0734 (8/109) PPP2R1A,YWHAEM APK1,YWHAH,PPP2CA PPP2R2A, YWHAB,YWHAZ
Gluconeogenesis | 5,42 0,222 (4/18) ENO2,ALDOA GAPDHMDH]1
Exp2. Pathways promotedin HG
GA BA receptor signaling 7,68 0,133 (8/60) DNM 1,SLC6A11,NSF,SLC32A1,AP2M 1,SLC6A1,AP1B1,GABRAI
Calcium transport I 4,41 0,333 (3/9) ATP2B1,ATP2B4,ATP2B2
Clathrin-mediated endocytosis signaling 3,65 0,0452 (7/155) DNM 1,AP2M 1,AMPH,CLTC,AP1B1,SNAP91,PPP3CA
Lipid antigen presentation by CD1 3,60 0,188 (3/16) AP2M 1,CANX,APIBI
Calcium signaling 3,09 0,0432 (6/139) MYHI10,ATP2B1,SLC8A2,PPP3CA,ATP2B4, ATP2B2
Tight junction signaling 2,40 0,0379 (5/132) NSF.MYH10,CLDN11,SPTANI1,CTNNBI1

*The significance values for the canonical pathways is calculated by Fisher's exact test right-tailed.
®The ratio corresponds to the number of genes in a given pathway divided by the total number of genes that make up that pathway.

Tableau 12: Représentation des voies canoniques les plus importantes présentes dans les différents ensembles de données.
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1.3.2. Effet du traitement riche en graisse (HFD) sur le profil protéique des cerveaux de

rats

Les échantillons protéiques des cerveaux de 3 rats SD et 3 rats HFD ont été analysés par
LTQ-Orbitrap et en moyenne 167 prot€ines dont 38 avec au moins 2 peptides ont été

identifiées par échantillon. Un réplicat technique a été réalisé pour chaque échantillon.

Afin d'évaluer la reproductibilité des expériences, des diagrammes de Venn ont été réalisés
entre les échantillons de cerveaux de rats SD d’un coté et HFD d’un autre coté (Figure 59). En
effet, 797 protéines identifiées sont communes aux échantillons de cerveaux de rats contrdles
(SD) et 758 protéinescommunes aux échantillons de cerveaux de rats traités au gras (HFD).
Quelques dizaines de protéines se sont révélées uniques a chaque échantillon. On est bien

donc devant des échantillons reproductibles entre eux.

B
SD2 HFDI1 HFD2
(968)

120
85
SD3 HFD3
(1020) (1022)

Figure 59: Diagrammees de Venn de toutes les protéines identifiées dans les cerveaux de
rats SD (A) et HFD (B)

L’analyse differentielle du protéome des échantillons de cerveaux de rats SD (non traités) et
HFD a permis de mettre en évidence et d’identifier 92 peptides différentiellement exprimés
(p-value et g-value < 0,05 ; Puissance > 0,8) correspondant a 15 protéines surexprimées et

22 sous expriméeschez les cerveaux de rats traités au gras (HFD) (tableaull ).
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. Protein
Uni prot Annotation Description # peptides * Score® ANOVA(p SD/I-FFD
ID ) ratio

Proteins accumul ated in rat brain from animals exposed to HFD

P06686 Atpla2 ATPase, Na'/K" transporting, alpha 2 polypeptide 2 79 2.34E-02 0.52
P11506 Atp2b2 ATPase, Ca”* transporting, plasma membrane 2 3 170 3.55E-04 0.49
Q05175  Baspl Brain abundant, membrane attached signal protein 1 2 89 1.24E-02 0.47
Q62717  Cadps Ca2+-dependent activator protein for secretion 2 104 1.98E-02 0.62
088778  Bsn Bassoon protein 2 103 1.25E-02 0.55
P48721 Hspa9 PREDICTED: similar to Stress-70 protein, mitochondrial precursor 2 80 2.80E-02 0.64
P64715 Map?2 Microtubule-associated protein 2 7 331 3.41E-04 0.70
P31662 Slc6al7 Solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter), member 17 2 105 4.19E-02 0.62
070351 Hsd17b10 Hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 10 3 178 2.09E-02 0.73
QI9JK11  Rtn4 Reticulon 4 2 97 2.44E-03 0.73
P04764 Enol Enolase 1, alpha 3 208 4.84E-04 0.72
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Q9Z2L0  Vdacl Voltage-dependent anion channel 1 142 6.46E-03 0.75
P13084 Npml Nucleophosmin 1 84 6.17E-03 0.80
P10719 Atp5b ATP synthase, H' transporting, mitochondrial F1 complex, beta subunit 111 3.44E-03 0.81
P07323 Eno2 Enolase 2, gamma 262 1.37E-02 0.86
Proteins accumul ated in rat brain from animals exposedto SD
P60881 Snap25 Synaptosomal-associated protein 25 98 2.33E-02 1.18
P04797 Gapdh Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 73 4.34E-02 1.22
P53534 Pygb PREDICTED: similar to Glycogen phosphorylase, brain form 83 1.77E-02 1.20
P00406 Mtco2 Cytochrome ¢ oxidase subunit II 121 1.38E-02 1.33
Q66HAS8 Hsphl Heat shock 105kDa/ 110kDa protein 1 93 2.65E-02 1.27
070351 Opal RN protein 64 5.16E-03 1.32
Q64428  Hadha Mitochondrial trifunctional protein, alpha subunit 72 3.79E-02 1.47
Q5XIH3 Ndufvl NADH dehydrogenase (ubiquinone) flavoprotein 1, 51kDa 103 6.24E-03 1.34
Q5EEy3  Gnai2 Guanine nucleotide binding protein, alpha inhibiting 2 86 9.31E-03 1.34
Q63092  Camkv Vesicle-associated calmodulin-binding protein 76 2.80E-02 1.39
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P68255 Ywhaq

P35571  Gpd2

Q5XI34  Ppp2rla

P02680 Fgg

Q9Z1P2  Actnl

P06399  Fga

P02688 Mbp

P60905 Dnajc5

MORBL

3 Tcealb

Q63633  Slc12a5

B1WC34  Prkecsh

Q6RKB3 Ncam?2

Tyrosine 3-monoo xygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein,
theta polypeptide

Glycerol-3-phosphate dehydrogenase 2

Alpha isoform of regulatory subunit A, protein phosphatase 2

Fibrinogen, gamma polypeptide

Actinin, alpha 1

Fibrinogen, alpha polypeptide

Myelin basic protein isoform 1

Cysteine string protein

PREDICTED: similar to transcription elongation factor A (SII)-like 3

Solute carrier family 12 member 5

PREDICTED: similar to Glucosidase II beta subunit precursor

Neural cell adhesion molecule 2

2

124

80

104

71

118

126

184

152

59

118

88

84

6.37E-04

5.79E-03

8.94E-03

9.98E-03

6.56E-03

7.99E-03

2.48E-02

1.08E-04

3.96E-02

9.22E-03

2.87E-02

5.58E-03

1.43

1.47

1.51

1.55

1.70

1.76

1.46

1.71

1.91

1.91

2.30

2.16

Tableau 13: Identification des 37 protéines montrant une abondance différentielle entres les cerveaux de rats standard (SD) et les rats

traités a la graisse (HFD).

* Number of peptides that allowed protein quantitation.

® Score from protein identification using Mascot
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Le ratio des protéines sur-exprimées variait de 1.18 a 2.30 avec 2protéines présentant un
ratio>2. Le ratio des protéines sous-exprimées quant a lui variait de 0,47 a 0,86 avec 2
protéines présentant un ratio < 0,5. Cette combinaison de protéines a permis de scinder la
population étudiée en deux groupes distincts lors de I’ ACP, avec une composante principale

de 78.23 % (figure 60).

Principal Components Analysis

08

06 +

04 1

02 +

0l giEoTS487

12+

< Principal Component2 » 7.44%
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08 {4 {2 00 02 04 06
Principal Component1 » 78234

Figure 60: Représentation de ’ACP des échantillons SD (bleu) et HFD (rose).

Afin de faciliter ’analyse des protéines différentiellement identifiées suite au traitement HFD,
on a eu recours a plusieurs outils informatiques dont le clustering hierarchique. Ce dernier
nous a permis de mettre en évidence ’homogénéité des groupes utilisés (échantillons de
cerveaux de rats issus des différents traitements) et la rigueur de ’analyse. Le heat map issu

de l'analyse est présentée dans la figure 61.
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Figure 61: Clustering hiérarchique

Parmi les 37 protéines différenciées entre les cerveaux de rats SD et HFD, Enol et Eno 2 (les
isoformes o ety de I'énolase) ont ét¢ accumulées dans le groupe HFD. Une autre protéine
(Map2 : microtubule associated protein 2) ayant le méme profil et dont la quantification
repose sur un grand nombre de peptides et une valeur p <0,001 a été aussi identifiée. En
revanche, YwhaQ (également connu sous le nom 14-3-3 theta protein et impliquée dans la
régulation d'un large éventail de voies de signalisation) et Dnajc5 (une chaperonne impliquée
dans la fonction neuronale) ont ét€ sous exprimées dans les cerveaux de rat du lot HFD et ont
été associ€es aux valeurs les plus significatives statistiquement (0,0006 et 0,0001,

respectivement).

Ensuite une une classification a été construite en utilisant les valeurs d'abondance relative (SD

et HFD) extraites pour chacune des 37 protéines régulées (Figure 62).
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Figure 62 :« Heat map » montrant des protéines diffé rentielle ment régulées dans les
échantillons de cerveau de rats SD et HFD.

Les lignes représentent les 37 protéines qui affichent des différences d abondances statistiquement
significatives avec les annotations fonctionnelles de chaque protéine. La carte montre des mesures
d’intensités relatives entre chaque série de 3 conditions dans les deux conditions. L'ordre des

protéines sur ['axe des Y a été réalisé selon la diminution des intensités moyennes dans les
échantillons HFD.

Tenant compte des différents processus biologiques impliquant ces protéines, ‘Calcium
homeostasis’, ‘oxidative phosphorylation (OXPHOS)’ et ‘Hypoxia inducible factor’ (HIF)
sont les processus les plus touchés par la lipotoxicité cérébrale comprenant des protéines sur-
exprimées chez les cerveaux de rats traités au gras (HFD) (Figure 63A, B et C

respectivement).
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Figure 63:Modification des abondances relatives des protéines impliquées dans la
signalisation du calcium (A), la phosphorylation oxydative (OXPHOS) (B) et le HIF (C)
apres un traitement riche en lipides (HFD). Les protéines présentant une plus grande
abondance en HFD sont en rouge et les protéines présentent un niveau infé rieur en

Plusieurs protéines faisant partie du métabolisme énergétique mitochondrial (Atpla2, Atp2b2,

Ndufvl, Mtco2) présentaient une différence significative (p<0.05) entre les valeurs des

abondances relatives aux cerveaux de rats HFD par rapport aux tissus SD. Ces données ont

mis en évidence, a la fois,

une sur- et sous-expression des régulateurs clés de transfert

d’électrons dans la chaine de transport d’électrons (ETC) ainsi que la production de ’ATP

mitochondrial.

Nous avons aussi trouvé une différence d’expression de plusieurs protéines impliquées dans le

processus de signalisation du calcium. En effet, les résultats révelent que nombreuses sont les

protéines impliquées dans le métabolisme du calcium (Vdacl, Atp2b2, Sl6al7, Atpla2,

Cadps) ainsi que dans le processus de liaison de la calmoduline (Atp2b2, Baspl, Map2).

Toutes ces protéines étaient toujours régulées a la hausse dans les tissus cérébraux de rats

traités au gras (HFD). 11 est a signaler que des niveaux remarquables de quelques protéines

(Gnai?2 et Ppp2r) ont été régulés a la baisse chez les rats HFD.
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L’analyse d’autres voies fonctionnelles touchées par le régime gras (HFD) au niveau du
cerveau a montré que plusieurs protéines associées au cytosquelette ont été sous-exprimées
dans les cerveaux de rats HFD a savoir Fgg, Fga, Actnl et Mbp alors que les protéines
impliquées dans laglycolyse/néoglucogenese étaient soit régulées a la hausse (Enol and Eno2)
ou a la baisse (Gapdh, Gpd2) dans les cerveaux HFD.En outre, les acteurs du processus de
signalisation HIF ont également ét¢ modulés en comparant les cerveaux des rats HFD vs
SD.Fait intéressant, des études antérieures en oncologie ont montré que la voie HIF est
surexprimée dans de nombreux types de cancers (Yang et al. 2014)et que dans des conditions
de stress oxydatif, les niveaux HIF1p et HIF2p sont augmentées par rapport aux conditions
normales. Le méme travail a rapporté que HIF régule l'activité mitochondriale par modulation
du cytochrome c oxydase (complexe IV de la chaine de transport d’¢lectrons) et lactivation
de la transcription de la sous-unité VI-2 du cytochrome ¢ oxydase (Yang et al. 2014). Ce
dernier résultat est bien en concordance avec notre étude comparative des tissus de rats SD vs
HFD. En effet, le traitement des rats au gras (HFD) inhibe le cytochrome ¢ oxydase (Mt-co2)

pouvant conduire a un stress oxydatif au niveau des tissus cérébraux.
1.3.3. Effet du GSSE sur le profil protéique des cerveaux de rats traités (HFD+GSSE) :

Les échantillons protéiques des cerveaux de 3 rats traités au gras (HFD) et 3 rats traités au
GSSE ont été analysés par la meme méthode LTQ-orbitrap et nous a permis d’identifier 456
protéines dont 329 ont été prises en concidération avec au moins 2 peptides identifiés par
échantillon. De meme que I’analyse de SD vs HFD, une répétition technique a été réalisée
pour chaque échantillon. Parmi ces protéines significativement différenciées entre les
cerveaux de rats HFD et HFD+GSSE, existent les 37 protéines différenciées entre les
cerveaux de rats SD et HFD. Parmi elles, 15 protéines ont été corrigées par le GSSE et 22

protéines ont €té identifiées sans qu’elles soient corrigées par le GSSE.

L’analyse differentielle du protéome des échantillons de cerveaux de rats HFD (traités au
gras) et HFD+GSSE (traités au gras et additionnés avec le GSSE) a permis de mettre en
évidence et d’identifier 1399 peptides différentiellement exprimés (p-value et g-value < 0,05 ;
Puissance > 0,8) correspondant a 182 protéines surexprimées et 145 sous exprimées chez les

cerveaux de rats traités au gras et additionnés avec le GSSE (HFD+GSSE) (tableau annexe).

Cette combinaison de protéine a permis de scinder la population étudiée en deux groupes

distincts lors de I’ ACP, avec une composante principale de 85.28 % (figure 64).
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Figure 64 : Représentation de ’ACP des échantillons HFD (bleu) et HFD+GSSE (rose).

Dans le but de s’assurer de 1’homogénéité des échantillons de cerveaux des différents groupes
de rats, le meme outil bioinformatique a été utilisé. Le heat map obtenu apres analyse des
protéines significativement différenciées entre les deux lots decerveaux de rats HFD et HG

(HFD+GSSE) et montrant I'effet du GSSE sur les protéines cérébrales est illustré dans la
figure 65.
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Figure 65 :Clustering hiérarchique des protéines différenciées entre les cerveaux de rats
HFD et HG (HFD+GSSE).
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L’exposition au GSSE présente une modification significative au niveau de la structure des
protéines du tissu cérébral. En effet, 307 protéines ont ét€ significativement (p< 0.05)
modifiées au niveau des cerveaux de rats HG par rapport aux animaux HFD (figure 66). Sur
ces 307 protéines, une €tape de filtrage a ét€ appliquée pour garder que les protéines
présentant un ‘fold change’>2 qui seront utilisées pour ’analyse des voies de signalisation.
Les protéines restantes ont ensuite été traitées avec des outils bio-informatiques dédiés a

mettre en évidence les voies métaboliques principalement modifiés.
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Figure 66:« Heat map » montrant des protéines différentiellement régulées dans les
échantillons de cerveau de rats HFD et HG (HFD+GSSE).

Les voies métaboliques les plus significativement inhibées par le traitemant au GSSE sont
celles du ‘HIF signaling’, du ‘calcium signaling’, de la phosphorylation oxydative et du
métabolisme de la glycolyse/la néoglucogenese. Ces processus ont été tous régulés a la hausse
apres le traitement au HFD. De nombreux processus, n’étant pas affectés parle traitement au

gras (HFD), sont induits par le traitement au GSSE. Parmi eux on retient le processus de
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signalisation FOXO, de I'immunit¢ de chimokine ainsi que celui de [lactivation des

plaquettes.

Nos résultats montrent que la moitié des protéines du processus de la phosphorylation
oxydative, modifiées par le traitement au gras (HFD), ont été corrigées par le traitement au
GSSE. En effet, lexpression de la succinate déshydrogénase (complexe II), du cytochrome b /
cl et du cytochrome ¢ oxydase (complexe III et IV) ont ét€¢ régulés a la hausse lors du
traitement GSSE (Tableau 12). Cependant, le traitement des rats au GSSE induit d'autres
protéines qui ne sont pas affectées par le traitement HFD tels que NADH déshydrogénase
(ubiquinone), la protéine de Fe-S 2. Cette derniere protéine est une sous-unité de base de la
membrane mitochondriale de la chaine respiratoire NADH déshydrogénase (complexe I), qui
catalyse loxydation du NADH avec une réduction concomitante de I'ubiquinone et

I’exclusion des protons hors de la mitochondrie (Figure 67 A).

La voie de signalisation du calcium, régulée a la hausse dans les cerveaux de rats HFD, a été
distinctement inhibée par le traitement au GSSE. On peut dire que, le calcium est la molé cule
de transduction du signal le plus répandu dans le corps comme il agit comme un important
second messager intracellulaire qui régule les processus vitaux dans presque toutes les
cellules de mammiferes. Le calcium est si important pour la fonction neuronale, que les
cellules ont développé plusieurs mécanismes homéostatiques pour contrdler son niveau

intracellulaire mais aussisa localisation subcellulaire.

A partir de résultats obtenus par I’approche Label-free, on a remarqué que le traitement des
rats avec le GSSE a pu corriger la majorité des protéines affectées par le gras (HFD). Ces
protéines sont impliquées dans les mécanismes de 'homéostasie, y compris celui de I’influx
de Ca®* par l'intermédiaire des canaux voltage et canaux récepteurs (ROC), le mécanisme de
tamponnage du calcium par la membrane plasmique et les protéines cytosoliques ainsi que le
mécanisme de stockage du calcium dans les organites intracellulaires et enfin celui de ’efflux
du calcium. Comme il a été préalablement mentionné, de nombreuses autres protéines non
affectées par le traitement HFD, ont ét€ induites lors d'une exposition GSSE, tels que les
canaux calciques de type L (CAV1 et 2) qui jouent unrdle crucial dans la dépolarisation de la
membrane ou le récepteur de linositol triphosphate(IP3R) situé dans le réticulum
sarcoplasmique/endoplasmique (RE / SR) impliqué dans la régulation de la libération de Ca**.
Le ‘calcium / calmodulin-dependent protein kinase’ (CAM kinase) est un autre exemple des

protéines nettement différenciées appartenant a la voie de signalisation de calcium qui
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n’apparait pas lorsqu’on compare les cerveaux de rats HFD / SD, mais induite par le

traitement au GSSE (Figure 67 B).
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Figure 67 :Les corrections apportées par l'exposition au GSSE sur les animaux traités
par la HFD: les protéines dont le niveau est corrigé par le GSSE sont en vert; les
protéines en rose ne sont pas corrigées par le GSSE et les protéines en bleu clair sont de
nouvelles protéines induites par le GSSE.
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Lors de I'analyse de la voie glycolyse / néoglucogenese, la modification de plusieurs enzymes
clés (par la hausse ou la baisse) a été remarquée dans le cerveau des animaux traités au HFD,
y compris ENO1, ENO2, Gapdh, Gapdh2 et Hspa9. Encore une fois, il est a noter que le
traitement au gras (HFD) induit des modifications au niveau de la voie de la
glycolyse/néoglucogenese. Cette derniere a été corrigée lors du traitement au GSSE comme il

a été le cas pour la voie de la phosphorylation oxydative (O XPHOS).

1.3.4. Bilan methodologique

Deux approches ont été testées pour identifier les protéines de cerveaux
spécifiquement touchées par le traitement riche en graisse (HFD) ainsi que celles qui ont été
corrigées par le co-traitement au GSSE. L’approche classique par 2-DE est la moins
appropri¢e pour notre étude. Il semblait difficile d’obtenir des cartes protéiques interprétables.
Or T'utilisation d’un logiciel de comparaison comme Progenesis Samespot nécessitait des
images de gels d’excellente qualité et un nombre conséquent de réplicats. Il semblerait que le
nombre important d’étapes soumis a des biaispotentiels ont grandement influencé la nature

des cartes protéiques obtenues.

De plus, pour obtenir des cartes protéomiques interprétables, il a été nécessaire de faire un
choix de la gamme de pH dans laquelle s’effectuait la séparation des protéines, contrairement
aux approches par spectrométric de masse qui permettaient d’étudier I’ensemble du protéome.

De plus, la 2-DE était moins adaptée pour une étude comparative de plus de 10 échantillons.

L’approche suivante se basait sur la spectrométriec de masse soit qualitative (sans
quantification) a travers le MALDI ou avec une quantification sans marquage préalable,
approche dite Label-free limitant les biais liés au marquage des échantillons. 11 semblerait que

cette derniere ait été la plus adaptée pour notre étude pour plusieurs raisons.

Tout d’abord, I’¢électrophorése bidimensionnelle consommait beaucoup plus d’échantillons, il
nécessitait 150pg par échantillon pour un réplicat, contrairement a I'approche Label-free,
étant tres sensible, seulement 30ug par échantillon ont été utilisés avec seulement environ 1pg

utilisé par réplicat.

Le faible nombre d’étapes lors d’une analyse par label free a permis de limiter au maximum
les biais potentiels. En effet, avec ’approche 2-DE il était nécessaire de passer par plusieurs

étapes au cours desquels des problemes peuvent survenir.

A un autre niveau, malgré que I’utilisation de Progenesis LC-MS puisse apparaitre intuitive,

les analyses différentielles par des outils bioinformatiques semblaient particulierement
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adaptées et présentaient des avantages cruciaux pour nous orienter vers le choix de ce logiciel
dans la suite de nos analyses. En effet, lors du traitement des données label free, une étape
supplémentaire d’alignement des profils chromatographiques s’ imposait, qui de plus était tres
consommatrice de temps. Elle permet de réduire grandement le risque d’erreur de sélection et
d’intégration du «bon» XIC, surtout si d’autres signaux interferent avec le XIC du
précurseur qui nous intéresse. Grace a cet outil bioinformatique utilisé pour notre analyse
différentielle, un test statistique a pu étre réalisé. Ce test apparait le plus adapté a notre design

expérimental comportant 4 conditions de traitement différentes ainsi que des réplicats

biologiques et techniques.

Le but de ces premiers travaux devait permettre de sélectionner la méthodologie la plus
adaptée pour identifier de potentiels biomarqueurs protéiques prédictifs de la réponse a un
traitement biologique. Ces travaux nous ont amenés a choisir la quantification par une
approche label free, notamment par la possibilité d’étudier un grand nombre d’échantillons
tout en limitant au maximum les possibles biais d’expérience. Pour les études a venrr, il est
important de valider de potentiels biomarqueurs par une méthode alternative, notamment de

quantification absolue comme le Western blot.

Partie 3 : Validationdes résultats par Western Blot

Dans le cadre de ma theése, on a eu recours au western blot afin de confirmer les résultats
précédents. Au cours de ces travaux, I’effet du traitement au gras et la protection au GSSE ont
¢té bien montrés a travers I’analyse protéomique. Une premiére confirmation a été effectuée
par mesure de quelques activités enzymatiques ainsi que quelques marqueurs de stress
oxydatif au niveau du cerveau. Le western blot, étant une méthode de quantification absolue,
nous a aussi permis de valider les résultats de la variation des protéines observées dans

I’analyses protéomique dans les différentes conditions de traitement.

Le choix des anticorps a été réalisé sur 4 protéines parmi lesquelles 3 protéines (VDAC, Enol
et GAPDH) ont été répertoriées dans I’analyse comparative Label-Free. La quatrieme protéine
est le peroxisome proliferator-activated receptor-gamma (PPARY), un facteur de transcription
qui joue un r0le clé dans l'adipogenese et la lipogenese (Mattevi, Zembrzuski, et Hutz 2007),
dont laugmentation de I'expression dans le tissu adipeux des souris HFD (Sanchez et al
2003)et qui a également ét€ considéré comme agoniste utilisé pour traiter des souris obeses

(Vidal-Puig et al. 1996; Bays 2004 ).
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L’analyse western blot met en évidence une sur-expression significative de ’Enol, VDAC,
PPARg et GAPDH chez les cerveaux de rats traités au gras (HFD) par rapport aux rats
témoins (SD) ainsi qu'une forte correction apportée par le GSSE pour les quatre protéines
(Figure 68 A, B, C et D). En effet, le GSSE corrige presque toutes les perturbations des
protéines du cerveau pour atteindre un niveau plus bas que le contrle. Ces observations

mettent en évidence I’effet protecteur du GSSE sur la lipotoxicité cérébrale permettant ainsi

de corroborer I’analyse protéomique.
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Figure 68: Quantification par western blot d’un ensemble de protéines selectionnées. Les
résultats sont présentés par mesure des intensités des bandes apres une analyse western
blot : VDAC (voltage-dependent anion channel ) (A), Enol (alpha-enolase) (B), PPARY
(peroxisome proliferator-activated receptor gamma) (C) et Gapdh (glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase) (D).

GSSE: Grape seed and skin extract; HFD: High fat die; SD: standard diet; HG: HFD+GSSE. Le GSSE a

été administré par voie IP a raison de 500mg/kg/j. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM
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(n=5 rats/lot). La différence des données est déterminée par le test ANOVA. SD vs HFD: * p<0.0,5,

HFD vs HG 5<0.05.

Comme il a été mentionné précedemment, dans I’approche label-free trois protéines parmi les
quatres ont ét¢ identifi€ées puis quantifiées dans les différentes conditions. Leur variation va
dans le meme sens que celle étudi€ée par western blot. La figure 69 illustre cette variation en
utilisant les abondances relatives aux 3 protéines (Enol, VDAC, GAPDH) dans chacune des
conditions de traitement. En effet, le traitement au gras (HFD) engendre une sur-expression
(parfois non significative) des 3 protéines que le GSSE, administré en co-traitement, corrige
significativement et ramene les valeurs a celles des té moins (SD).
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Figure 69: Quantification relative par Label-free. Les résultats sont présentés par
mesure des abondances relatives dans les différentes répétitions (biologiques et
techniques) pour chaque condition : VDAC2 :Voltage dependent anion channel (A),
VDAC (voltage-dependent anion channel) (A), Enol (alpha-enolase) (B) et Gapdh
(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) (C).

GSSE: Grape seed and skin extract; HFD: High fat die; SD: standard diet; HG: HFD+GSSE. Le GSSE a
été administré par voie IP a raison de 500mg/kg/j. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM
(n=5 rats/lot). La différence des données est déterminée par le test ANOVA.SD vs SG ; HFD vs HG:
5<0.05.
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Partie 1 : Enzymologie cérébrale

La premiére conséquence visible d’un régime riche en lipides est une surcharge pondérale
pouvant aller jusqu’a I'obésité. Les régimes alimentaires contenant plus de 30% des apports
énergétiques sous forme de lipides entrainent en effet le développement d’une obésité chez les
rats, due a une augmentation de la prise calorique (West et York 1998). Dans cette étude in
vivo, nous avons décrit la pertinence d’un modele expérimental d’obésité induite par un
régime alimentaire a haute teneur en graisses HFD. Ainsi des rats Wistar soumis pendant 8
semaines a un régime composé de lipides comptant pour 39% des calories totales, ont une
masse corporelle supérieure a celle des rats soumis a un régime standard (5% de lipides). Le
régime alimentaire HFD n’a aucun effet sur le poids relatif du cerveau et durein.

Toutefois, 'obésité n’est pas uniquement un probléeme de surcharge pondérale et elle est a
I’origine de nombreuses altérations (Saltiel 2000). Un régime HFD induit une accumulation
sélective des différentes especes lipidiques dans le cerveau comme le cholestérol et les
phospholipides. Le taux de triglycérides dans le cerveau reste inchangé. Ces résultats,
excluant la participation des triglycérides dans la lipotoxicité cérébrale, sont en faveur avec
I’implication du cholestérol et les phospholipides comme médiateurs potentiels de Ia
lipotoxicité cérébrale li¢e a 'obésité (Leduc et al 2010). Une corrélation positive a aussi été
établie entre le taux élevé du cholestérol et la sensibilit¢ aux maladies neurodégénératives
(Flirskiet Sobow 2005).

De plus la LDH est un biomarqueur sensible pour les maladies cardiaques. C’est une enzyme
dépendante du Zn et impliquée dans le métabolisme du glucose. Par conséquent, toute nécrose
touchant la membrane du foie du cceur induit une fuite de ces enzymes dans la circulation
sanguine (Onyema et al. 2006).En effet,une augmentation d’un facteur 2 de I’activité lactate
déshydrogénase (LDH) au niveau des cerveaux des rats traités au gras (HFD) a été observée.
Cette augmentation pourrait étre associ¢e a I’activation des astrocytes et l'activation de Ila
LDH neuronale par rétrocontrole négatif vue la diminution d’énergie et I'absence d’oxygene.
La diminution des taux énergétiques neuronaux permet d’activer I’expression des enzymes
responsables de la glycolyse au niveau des astrocytes qui vont mobiliser leurs réserves en
glucose afin de satisfaire les besoins neuronaux.

Le HFD provoque également une augmentation de 1’activité tyrosinase qui est une enzyme a
cuivre. Cette augmentation a ét¢ préalablement observée dans I’étude de I’effet d’un stress
oxydatif sur des cellules cérébrales induisant une mort cellulaire via I'activation des MAPK

(Hasegawa 2010). Le HFD induit donc une surcharge en cuivre au niveau des cerveaux de
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rats obeses. Une augmentation nette du niveau de la SOD totale a été observée au niveau des
cerveaux de rats obeses. Cette enzyme, étant un ensemble de metallo-protéines, confirme Ila
surcharge cérébrale en métaux. Ceci montre I'aggravation du stress oxydatif induit par le
régime riche en graisse (HFD). Cette perturbation a la hausse de I’homéostasie des métaux de
transition provoque des lésions cérébrales graves et peut conduire a la démence vasculaire.
Cet exces a bien été constaté récemment dans plusieurs recherches portées sur I’étude des
maladies neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer et de Parkinson.En outre le
traitement par le HFD induit une légére augmentation de D’activité lipase contre une
augmentation significative de la glucose-6-phosphatase (G6P). Cette augmentation est
directement liée a un dysfonctionnement métabolique touchant le cerveau suite a un
traitement HFD. Il a été communément connu que la gluconéogenese ne se produit que dans
le foie, le rein, I'intestin ou le muscle (Chen, Chiang, et Ma 2014). Des études émergentes,
cependant, prouvent que ce processus de gluconéogenese peut également se produire dans le
cerveau. Cette voie de la gluconéogenese trouvée dans les astrocytes est de plus en plus
reconnue comme une source de glucose alternative importante pour les neurones, en
particulier dans la tumeur cérébrale (Yip et al. 2016). D’autres études, selon lesquelles un
sous-ensemble d'astrocytes contient également G6P suggere qu'ils sont compétents dans la
gluconéogenese, servant de voie d'énergie potentielle pour les neurones (Garrigos et al. 1993).
Il a été suggéré que la G6Pase puisse étre silencieux dans des conditions physiologiques et
devenir activé en période de stress (Ghosh et al. 2005). 11 est également possible que la
G6Pase ne soit pas une enzyme essentielle pour que les astrocytes liberent du glucose et
utilisent plutot un gradient de concentration de glucose pour favoriser le flux de glucose des
astrocytes vers les neurones (Gandhi et al. 2009). Nos résultats vont dans le méme sens que
les hypotheses émises a partir de ces différentes études. En effet, un stress par le HFD a fait
augmenté significativement 1’activité¢ du glucose 6 phosphatase.

Il en est de méme pour le pyruvate déshydrogénase. Ce complexe enzymatique est considéré
comme cible émergente pour le traitement du syndrome métabolique. Afin de maintenir une
concentration stable d’ATP au cours d’un cycle cellulaire, les cellules nécessitent l'utilisation
efficace des acides gras et du glucose, qui est commandé par le pyruvate déshydrogénase. Nos
résultats montrent qu’'un traitement riche en graisse (HFD) induit une augmentation

significative de I’activité pyruvate déshydrogénase.

Le HFD entraine aussi des perturbations des calpains qui sont une famille de cystéine

protéases dépendantes du calcium. Les calpains clivent des cibles protéiques spécifiques ce
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qui leur confere un role énorme dans de nombreuses maladies neurodégénératives (Awada et
al. 2010). L’activation des calpains induit la mort cellulaire puisqu’elles dégradent beaucoup
de molécules essentiels pour la survie cellulaire (Bukowska et al. 2012). Cette activation est
probablement due a I’entrée massive du calcium a I’intérieur des cellules nerveuses qui active
les calpains et conduit a la mort cellulaire par excitotoxicité. Cette derniere apparait suite aux
mouvements non controlés du calcium entre les différents compartiments intracellulaires

conduisant a des anomalies cellulaires.

Sans aucun doute le résultat le plus important de la présente ¢tude est 'effet antiobésité, ainsi
que le réle protecteur contre les effets déléteres de I'alimentation grasse, de notre extrait de
pépin de raisin (GSSE). Plusieurs études antérieures ont prouvé que le GSSE est un
antioxydant particulicrement efficace. Les propriétés anti-oxydantes du GSSE s’expliquent en
partie par la capacité des polyphénols a pi€ger directement les anions superoxydes, les
radicaux hydroxyles et les radicaux produits par la peroxidation lipidique (Charradi et al
2011).

D’autres part des chercheurs (Décordé et al. 2009) ont montré, pour la premiere fois, que le
GSSE pourrait étre un agent anti-obésité. La consommation régulicre des polyphénols de
pépins de raisin a permis de réduire le développement de I'obésité induite et d’empécher
I’apparition des troubles métaboliques associés y compris les perturbations des sécrétions
hormonales par les adipocytes.

Ainsi un co-traitement au GSSE s’est opposé efficacement a toutes les altérations apportées
par le régime gras. Le GSSE a diminué toutes les perturbations ayant trait au gain de poids, la
surcharge en métaux de transition, le dysfonctionnement métabolique, I’augmentation du
calcium et le stress oxydatif.

Le GSSE s’est montré protecteur contre ces conditions de stress lipidique d’ou le
rétablissement significatif de I’activité I-tyrosinase chez les cerveaux du lot HFD+GSSE.
D’autres ¢tudes confirment I'effet protecteur du GSSE contre un stress oxydatif cérébral. En
effet, un extrait d’acétate d’éthyle, constitué de neuf flavonoides et isol¢ des feuilles de
B. Balsamifera, possede une activité anti-tyrosinase (Pang et al. 2014). Cette méme activité
antityrosinase a été aussi étudiée par Yuan et al pour montrer I'effet protecteur de cet extrait
contre le cancer par inhibition de I’activité tyrosinase (Yuan et al. 2016).

Le GSSE peut aussi protéger contre les altérations touchant quelques enzymes des voies
métaboliques. En effet, une augmentation trés significative de ’activité lipase contre une

inhibition du pyruvate deshydrogénase a ét€ observée dans les cerveaux suite a un traitement
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au GSSE. La lipase est I’enzyme clé de la lipolyse qui agit par transformation des
triglycérides en acides gras et en glycérol. Il a été montré dans des études portant sur les
cardiomyocytes, que le TAG (Triacylglycérol) n’est pas toxique et que son accumulation peut
étre protégée par la canalisation des acides gras loin des voies métaboliques toxiques
(Listenberger et al. 2003). D’autres travaux sur le cceur ont indiqué que des modifications de
la synthese du TAG peuvent étre responsables de I’inhibition de ’accumulation des lipides
dans les cardiomyocytes (Pulinilkunnil et al. 2013). Ainsi, I’augmentation de ’activité lipase
cérébrale apres traitement au GSSE s’avere étre bénéfique dans les cerveaux de rats du lot
HFD+GSSE. Nos résultats concordent avec des résultats antérieurs, suggerent que 1’effet
stimulant du GSSE sur la lipase cérébrale est une forme de correction apportée aux cerveaux
de rats obéses. En effet, le GSSE met en place une forme d’adaptation, certainement
insuffisante, au stress oxydatif apporté par le traitement au HFD. Comme il a ét€ le cas dans
I’étude de la cardiomyopathie induite par le diabéte (Pulinilkunnil et al. 2013), nous
concluons également que le suivi de 'augmentation de I'activité lipase dans le cerveau permet

d’améliorer la stéatose en général et particulierement la lipotoxocité cérébrale.

D’autres études préalables ont montré que I'activité pyruvate déshydrogénase kinase dans le
muscle cardiaque augmente chez les individus obeses et diabétiques (McAinch et al. 2015).
D’autres ont montré que suite a cette augmentation, il y a une perturbation de la voie de
phosphorylation ce qui induit une sur-expression du complexe pyruvate déshydrogénase (Lee
2014) ce qui confirme nos résultats de mesure de I'activit¢ Pyruvate deshydrogénase. Une
autre étude sur les cerveaux de rats ischémiés a montré que le complexe pyruvate
deshydrogénase (PDC) augmente dans les cerveaux de rats ischémiés et qu’un traitement
neuroprotecteur a pu ramener I'activit¢ PDC au niveau des rats t¢émoins (Geng et al. 2015).
Ces résultats confirment encore nos observations qui ont montré qu’un traitement antioxidant

au GSSE protége contre ’augmentation de I’activité pyruvate déshydro génase.

Il en est de méme pour I'effet du GSSE sur les calpains. Suite a un co-traitement du GSSE
avec le régime HFD, D’activité des calpains est tres proche de celle des contrdles (SD) et ceci
témoigne une fois de plus de I’effet protecteur qu’exerce le GSSE sur le cerveau dans le cas
d’une lipotoxicité. Cette faible activité peut-étre due a une action directe inhibitrice du GSSE
sur les calpains ou a une action indirecte via la modulation du taux de calcium intracellulaire
libre (il existe la possibilité qu’il soit li¢ a ’'un des composés polyphénoliques du GSSE) et

par conséquent la modulation de son activité.
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IL est a souligner qu’a partir de nos résultats, un lien direct est établi entre ’activité de
I’acétylcholinésterase et le GSSE au niveau des cerveaux de rats obeses. Le GSSE pourrait
étre considéré comme un agent préventif contre la lipotoxicité cérébrale et comme un
médicament supplémentaire dans le traitement des troubles cérébraux par inhibition de
I’activité acétylcholinestérase (AChE) ce qui pourrait influencer la transmission
cholinérgique. Comme protecteur contre tout stress oxydatif, le GSSE permet de restaurer la
libération et le recyclage des neuro-transmetteurs tels que le glutamate, I'acétylcholine et la
dopamine. Des travaux antérieurs ont montré que, suite a un stress oxydatif, on pourrait
enregistrer un épuisement des réserves énergétiques qui pourrait engendrer une inhibition de
la libération des neurotransmetteurs (Boulland et Levy 2005). Ce résultat est bien confirmé
par la mesure de l'activité Acétylcholinéstérase qui a significativement augmenté au niveau
des cerveaux apres un traitement HFD. Ceci pourrait étre visualisé par une perturbation du

fonctionnement astrocytaire et synaptique suivi d’un déréglement de la neurotransmission.

Nos résultats montrent qu’un traitement HFD induisant un stress oxydatif au niveau du
cerveau est caractérisé aussipar une inhibition de quelques activités d’enzymes antioxydantes
telle que la superoxyde dismutase (SOD). En effet, la mesure de I’activité de la SOD totale
montre qu'un traitement HFD fait diminuer I'activit¢ SOD et qu’un traitement au GSSE
rétablit cette diminution. Ces résultats sont en concordance avec ceux obtenus par Charradi K
etal 2012 quiont trouvé qu’un traitement HFD inhibe la Mn-SOD en plus de la SOD totale et
que le GSSE corrige cette inhibition apportée par le gras. D’autres travaux (Safwen et al
2015) ont montré qu’une ischémie a un effet sur d’autres cofacteurs au niveau tels que le
fer,Cu. Le GSSE corrige cet effet délétere du gras et ramene les valeurs proches de celles des
témoins. D’apres ces résultats, le GSSE semble moduler les activités des isofomes de la SOD
en agissant soit sur leurs expressions (tel est le cas de la Mn-SOD) soit sur leurs cofacteurs
(Cu, Zn, Fe, Mn). Ce résultat nous nous a emmené a se demander a propos de I’implication du
GSSE dans le métabolisme des métaux et dans le maintien de I’homéostasie en cas de stress.
Cette hypothése a bien ét¢ confirmée dans la premiére partie de ce travail ou I’analyse
protéomique des voies de signalisation impliquées confirme 1’implication du GSSE dans la

régulation de 1’équilibre cellulaire en cas de stress.

Chez les rats HFD Tlactivit¢ CAT augmente considérablement vue la grande génération des
radicaux libres et surtout de I’anion superoxyde qui est transformé par la SOD en peroxyde

d’hydrogéne (McCord et Fridovich 1969). Ceci a été confirmé par la mesure de H,O, dans le
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cerveau qui a augmenté chez les rats HFD par rapport aux t€émoins. A forte concentration, le
H,0, stimulerait Pactivité et 'expression CAT. Dans le cas des rats du groupe HFD+GSSE,
I’activité de la CAT est un peu plus faible que celle des animaux Contrdle, ceci est due
probablement a I’effet antioxydant du GSSE qui joue le réle d’un pi€¢geur de radicaux libres.
Ce r0le s’exercerait surtout sur le peroxyde d’hydrogéne plutdt que sur I’anion superoxyde
(Qin et al. 2010b). Lors du traitement par le GSSE dans les conditions standards, 1’activité
CAT diminue par rapport a celle des rats Controle, ce qui plaide en faveur de l'effet

antioxydant qu’exerce le GSSE sur le peroxyde d’hydrogene.

Le dosage du calcium cérébral est un dosage important dans 1’étude de stress vue la grande
implication de cet ion dans les processus d’excitotoxicité, de fabrication de radicaux libres et
d’apoptose (Starkov 2010). Au cours de cette étude nous avons démontré que le taux de
calcium cérébral augmente de plus de 50% apres un traitement riche en lipides. Cette
augmentation pourrait étre due au syst¢me de maintien de I’homéostasie grace aux détecteurs
de calcium neuronal (Yarlagadda et al. 2007). Suite a la dépolarisation de la membrane due a
la rupture du stock énergétique cellulaire, les canaux calcique voltage dépendant s’ouvrent et
permettent I’entrée du calcium a lintérieur de la cellule. L’accumulation du calcium
intracellulaire va provoquer I’exocytose des neuromédiateurs, l'activation soutenue des
neurones vue que les astrocytes sont incapables de recapter I’exces des neurotransmetteurs, et
ainsi I’entrée massive de calcium a I'intérieur de la cellule. Cette entrée excessive du calcium
a I'intérieur de la cellule contribue a ’appauvrissement du milieu extracellulaire en calcium.
Le calcium sera ensuite import¢ de la circulation sanguine ce qui augmentera la teneur
cérébral en calcium. Le GSSE par contre permet de garder un état homéostatique agissant
ainsi soit sur la dépolarisation des neurones, soit sur le métabolisme du calcium cérébral en
gardant une expression stable des détecteurs de calcium neuronal semblable a celle du
contrdle, soit sur le stockage du calcium extracellulaire au niveau des membranes plasmiques.
Au niveau plasmatique nos résultats indiquent que chez le groupe HFD le taux de calcium
plasmatique est comparable a celui du groupe contrdle. On ne remarque pas d’effet du GSSE

sur la variation du taux de calcium plasmatique.

Le lactate, un des maillons clés du cycle de la glycolyse, est considéré comme un médiateur
primordial pour le fonctionnement cérébral. Etant le produit de la réaction de la lactate
déshydrogénase (LDH), le taux du lactate cérébral se trouve significativement élevé chez les

rats HFD. Cecipourrait étre expliqué par un résultat précédent qui montre une sur-expression
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de la LDH chez les rats obeses. Ces résultats sont bien confirmés par Harvie, et al 2014 qui
ont trouvé que chez des sujets atteints d’un cancer il y a augmentation du taux de lactate ainsi
que de lactivit¢ LDH. Un traitement au GSSE corrige cette augmentation et ramene les
valeurs a celles des rats standards. Cecisuggere que le GSSE avec son rle de scavenger, a pu
protéger le cerveau contre la lipotoxicité induite par le HFD. Ces résultats sont confirmés par
I’étude in vitro effectuée par (Shen et al. 2007). Ces chercheurs ont montré I’effet protecteur
des polyphénols sur les hépatocytes par le biais du dosage de LDH et du lactate dont les
variations se sont révélées en accord avec nos résultats dans les différentes conditions de

traitement.

Le dosage du peroxyde d’hydrogéne a révélé que le taux de H,O, dans les cerveaux de rats
HFD est a peu pres trois fois plus que celui des animaux SD. Ce résultat est justifié par les
taux élevés des radicaux libres et I'activité importante de la catalase. Pour les rats co-traités
par le GSSE (HFD+GSSE), le taux de peroxyde d’hydrogene est plus important que celui des
animaux SD et moins importants que ceux du groupe HFD.

Nos résultats sont en accord avec ceux de Jin Tae Hong et al. (2012) qui ont trouvé une
augmentation du taux de peroxyde d’hydrogene de 50% suite a un stress oxydatif exercé au
niveau cérébral et une correction avec I'extrait de thé vert chez les gerbilles a été bien

élucidée.

Partie 2 : Protéomique du cerveau

L'obésité est depuis quelques années reconnue comme un des fléaux du XXle siecle affectant
environ 10% de la population adulte mondiale. Le passage de I'obésité au stade de pandémie
est le résultat de multiples facteurs dont une mauvaise hygiene alimentaire et une sédentarité
croissante. La découverte récente de l'existence d'un état inflammatoire chronique au cours de
l'obésité pouvant intervenir dans la physiopathologie de la maladie et de ses nombreuses
complications fait aujourd'hui l'objet d'intenses investigations. Or, I’étude des acteurs majeurs
de ce syndrome inflammatoire a bien été élucidée sur plusieurs organes cibles. En effet, il a
ét¢ montré que l'autotaxine (ATX), ladiponectine et la résistine sont les médiateurs de
l'inflammation sécrét€s par le tissu adipeux (Roche et al. 2007). Si le role de ces facteurs dans
la régulation du métabolisme est bien établi, ’effet de 'obésité sur d'autres organes n’est pas
toujours bien connu. Etant donné que le cerveau est fréquemment associé a différentes

complications, la lipotoxicité cérébrale dans ces situations pathologiques est une
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problématique importante pour la santé publique. Il est notamment intéressant d'é tudier 1’effet
de la lipotoxicité induite par un régime «riche en gras » (HFD) sur le cerveau et voir ’effet
protecteur du GSSE. De nos jours, le dysfonctionnement du cerveau est considéré comme
I’une des principales perturbations li¢es a 1’obésité. Afin de mieux comprendre ce phé nomene
et remédier au probléeme de l'obésité en relation avec le cerveau, nous nous sommes
intéressés a I'étude des changements des protéines et des voies métaboliques touchées par le

gras et corrigés par le GSSE.

Plusieurs études ont montré la relation existant entre ['obésit¢ et les maladies
neurodégénératives en étudiant 1’influence du tissu adipeux sur le systéme nerveux central
(SNC) afin de proposer de nouvelles approches thérapeutiques (Awada et al. 2014). A ce
niveau apparait I’originalité de notre travail qui consiste a présenter une nouvelle approche
thérapeutique pour 'obésité en cherchant a voir de prés sa relation étroite avec le cerveau et

pouvoir ainsi trouver une piste thérapeutique contre cette pathologie.

De nos jours, les stratégies « omics » (protéomique, transcriptomique, lipidomique...) sont en
plein essor pour tenter d’identifier les biomarqueurs d’intéréts thérapeutiques. Le
développement de nouveaux outils, notamment en spectrométrie de masse ouvre de

nouvelles perspectives dans la recherche de biomarqueurs protéiques prédictifs de réponse.

Un biomarqueur protéique est une protéine ou un fragment protéique dont ’expression ou la
modification est caractéristique d’un état normal, pathologique ou de la réponse a un

traitement pharmacologique (Boja et al. 2011).

Le dysfonctionnement cérébral est aujourd’hui considéré comme 1’un des principaux défauts
liés a I'obésité, mais aussi pour de nombreux troubles métaboliques. Mettre 1’accent sur les
modifications des protéines et celles des voies de signalisations pourrait servir de référence

afin de mieux comprendre et finalement fournir des options thérapeutiques pour la maladie.

Dans ce travail, nous avons entrepris une analyse protéomique portant sur le cerveau qui
n’est pas, a priori, organe cible de I’obésité ce qui donnerait un aspect original a notre étude.
Dans ce contexte, plusieurs autres travaux de recherche ont été¢ effectués sur des organes
cibles tels que le foie, le pancréas... Antérieurement, une analyse protéomique a été effectuée
sur le tissu adipeux afin de trouver un lien reliant les biomarqueurs identifiés entre les deux
organes et pouvoir remédier a différentes maladies. Dans ce but, une approche prot€éomique

quantitative a été entreprise pour identifier les changements d’expression des protéines dans le
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cerveau de rat en utilisant un modéle d’obésité induit par un régime riche en graisse (HFD).
Nos résultats montrent que, dans le cerveau, un régime HFD déclenche une altération
coordonnée de diverses voies métaboliques telles que la voie de signalisation du calcium, la
phosphorylation oxydative, la glycolyse/néoglucogenese et la voie de signalisation HIF. Il
convient de mentionner que le choix de I'utilisation du protéome du cerveau entier repose sur
au moins deux raisons principales. La premiere est liée au fait que plusieurs travaux récents
ont souligné que la neuro-inflammation induite par 1’obésit¢ s’étend au-dela de
I’hypothalamus pour affecter des domaines directement liés a la cognition comme le cortex
frontal et pariétal ainsi que I’hippocampe (Nguyen et al. 2014; Sherman et al. 2016).
Deuxiemement, plusieurs aspects du modele HFD utilisé ont été décrits précédemment et
I’approche protéomique entreprise dans notre é¢tude peut rajouter une picce substantielle aux

résultats précédents si elle est réalisée dans les mémes conditions expérimentales.

Néanmoins notre approche portant sur I’utilisation du protéome total du cerveau souffre de
certaines limitations. En effet, s’il est vrai que les approches de la neuroprotéomique, visant la
découverte du tissu cérébral total, refletent principalement les protéines les plus abondantes,
elles ne parviennent pas a découvrir celles les moins abondantes. Mettre le point sur des
protéomes ciblés apres la compartimentation tissulaire pourrait certainement fournir des
apercus spécifiques sur la fonction du cerveau et révéler ainsi des différences pertinentes dans

la constitution protéique des régions cérébrales touchées.

Afin d’identifier un large panel de protéines candidates, les protéomes sont comparés par des
approches de quantification relative de spectrométrie de masse ou d’électrophorese
bidimensionnelle (EBD). La deuxi¢me phase est basée sur I’étude d’un trés grand nombre
d’échantillons en recourant & une technique plus standardisée permettant une quantification

absolue (Rifaiet al. 2006).

La phase initiale de ce projet avait pour but de déterminer I’approche protéomique la plus
adéquate pour identifier des protéines candidates. Les protéomes des tissus cérébraux de rats
SD, SD+GSSE, HFD et HFD+GSSE ont ét¢ comparés en utilisant deux approches (EBD,
label free). Il s’est avéré que la quantification relative sans marquage par spectrométrie de
masse était la plus appropriée a notre étude. Elle permettait de limiter (i) la quantité
d’échantillon utilisée par réplicat, (ii) les colits liés au marquage, (iii) le temps technique et
(iiii) les étapes analytiques sources de biais potentiels. L’utilisation d’un spectrometre de

masse haute résolution présentant une excellente vitesse de balayage et une trés bonne
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sensibilit¢ (LTQ-Orbitrap) a permis d’obtenir des résultats trés reproductibles avec un
maximum d’informations en matiere d’’identification. La haute résolution a permis d’assurer
une quantification de qualité, réalisée a I'aide d’un outil bioinformatique dédi¢, le logiciel
Progenesis-LCMS.

Au cours de cette premicre phase, d’autres enseignements ont pu étre tirés. En effet, malgré
un intérét évident, souligné précédemment, ’extraction des protéines a partir des cerveaux
semble étre un point critique vu que cet organe est tres riche en lipides. Or, dans une analyse
comparative visant a identifier des biomarqueurs, il n’est pas possible de tolérer un biais
important en amont de I’analyse.

Lors de ces premiers travaux, on a pu montrer I’existence de différences significatives des
protéines présentes dans chacune des conditions de traitement aussi bien avec I’ approche
EBD que Label-free. Apres ces travaux, nous nous sommes intéressés a la méthode Label-free
qui nous a permis de procéder a une quantification relative des protéines significativement
différenciées. Nous nous sommes orientés vers I'étude du protéome cérébral afin d’analyser
I’expression des biomarqueurs identifiés dans les cerveaux et analyser les voies des différents
métabolismes touchés par le HFD et corrigé par le GSSE.

Nos résultats montrent que, dans le cerveau, le régime gras (HFD) déclenche une modification
coordonnée de différentes voies métaboliques, y compris celle de la signalisation du calcium,
la phosphorylation oxydative, la glycolyse / néoglucogenese et la voie de signalisation de
HIF. En outre, la voie d'activation plaquettaire et la jonction / leucocytaire migration
transendothéliale serrées ont également été affectées. Au cours de la respiration cellulaire,
1’0, est réduit en H>O dans les mitochondries par la phosphorylation oxydative, qui produit de
I'énergie sous forme d'ATP nécessaire aux diverses fonctions cellulaires. Au cours de ces
réactions, les électrons se déplacent a travers la chaine de transfert d'électrons mitochondriale
(ETC). Les complexes I a IV fonctionnent pour établir un gradient de protons a travers la
membrane interne de la mitochondrie qui crée le gradient d'énergie électrochimique pour
induire la synthése de I'ATP par le complexe V. Cette voie est sensiblement sous-exprimée
dans les cerveaux de rats HFD. Nous avons constaté que les 4 complexes (I, II, IIT et IV) ont
été inhibés. Cette inhibition a été remarquée par une baisse de leurs activités enzymatiques,
alors que quelques ATPases du cinquieme complexe de la chaine respiratoire ont été sur-
exprimées, ce qui confirme pleinement un travail préalable (Raghavan et al. 2012). La
conclusion la plus frappante était une baisse de la quantité de plusieurs sous-unités OXPHOS
chez la souris alimentée par un régime HFD. En effet, I'activité et lassemblage de la plupart

N

des complexes OXPHOS a été réduite a environ 50 a 60% du niveau basal. Ce résultat
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rappelle un récent travail portant sur le lapin nourri de cholestérol comme modele pour la
maladie d'Alzheimer, chez lequel les protéines de la phosphorylation oxydative
mitochondriale sont sous-exprimées chez les lapins traités au gras (Cuadrado-Tejedor et al
2011).

En outre, la régulation de homéostasie du calcium dans le cerveau joue un rdle clé dans la
fonction cérébrale et la communication cellulaire (Adibhatla et Hatcher 2008). Nous avons
montré dans la présente étude que la voie de signalisation du calcium a été altérée dans les
cerveaux de rats HFD ou un niveau élevé de calcium a ét€ détecté par rapport aux rats SD. Ce
dernier résultat va plutot bien dans le méme sens qu'un précédent travail sur les Iésions
induites aux neurones de la moelle épiniére par I'acide arachidonique suggérant I’effet
toxique de HFD moyennant une élévation du taux de calcium intracellulaire (Hamlaoui-
Gasmi et al. 2012). Parmi ces protéines, la VDAC et ’ATPase, Ca’" transport plasma
membrane (PMCA) sont impliquées dans cette voie. Des études récentes sur les
mitochondries du foie de souris diabétiques traitées au gras (HFD) (Gonzalez et al. 2016)ont
également montré une abondance accrue de la protéine VDAC qui peut affecter l'aspect
condens¢ des mitochondries du foie par laugmentation des jonctions ‘crista junctions’. La
protéine VDAC-1 remplit plusieurs fonctions clés dans le cerveau, y compris le maintien de la
plasticité synaptique, la transition de la perméabilit¢ mitochondriale (MPT), la régulation de
la forme et la structure des mitochondries, ainsi que 1’interaction des enzymes glycolitiques
avec les mitochondries et l'apoptose (Safwen et al. 2015). Notre approche protéomique a
révélé que VDACI1 est sur-exprimée sous traitement HFD comme ce fut le cas dans
I'hippocampe a partir de modeles de souris transgéniques AD (Bagchiet al 2003).

Le cerveau est considéré comme lorgane le plus vulnérable au stress oxydatif, car il contient
un niveau ¢levé d’acides gras poly-insaturés (AGPI) sensibles a la peroxydation des lipides,
consomme de grandes quantités d'oxygene pour la production d'énergie et dispose des
défenses antioxydantes les plus faibles par rapport a d'autres organes (Simeone et al. 2011).
La consommation d'énergie du cerveau est principalement assurée par le métabolisme du
glucose et de loxygene par la phosphorylation de  ADP en ATP. Ces données confirment les
travaux antérieurs étudiant le lien entre I'obésité et le diabéte d’un coté et leur relation avec
la voie de la glycolyse / néoglucogenese de I’autre(Safwen et al. 2015) .Notre analyse
protéomique a mis en évidence l'implication de nombreuses prot€ines du métabolisme du
glucose. A partir de ‘gene ontology’ trois protéines, a savoir ENO1, ENO2 et Hspa9 associées
a cette voie, sont constamment accumulée alors que deux autres protéines (GAPDH et GPD2)

sont sous-exprimées dans les cerveaux de rats HFD. Les enzymes de la glycolyse ont besoin
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d'ATP pour leurs actions catalytiques, et dés qu’une augmentation des protéines de I'ATP
synthase a été observée chez les rats HFD, il est probable que 'ATP généré contribue a la
régulation de la gluconéogenese et laugmentation du glucose dans des échantillons de

cerveaux HFD.

La conclusion la plus pertinente tirée de notre étude est la protection offerte par le GSSE
contre l'effet délétere du régime riche en lipides (HFD). Comme le GSSE a été¢ administré
pendant 8 semaines, sa protection reflete un effet préventif contre le stress oxydatif induit le
régime HFD. A notre connaissance, notre travail est la premiere étude moléculaire qui montre
que le GSSE est protecteur contre la lipotoxicité cérébrale puisqu’il inhibe significativement
les voies de la signalisation du calcium et celle de la phosphorylation oxydative qui ont été
altérés par le stress oxydatif. Il est intéressant de rappeler que le GSSE s’est révélé protecteur
contre la chimiothérapie (Catterall 2000) et la toxicité induite par l'ail (Ahn et al. 2011) en
raison de ses propriétés antioxydantes (Charradi et al. 2012) et anti-apoptotiques (Richmond
etal 2010).

Le blocage des canaux calciques par la nifedipine induit une réduction des symptomes de
I’épilepsie humaine (Simeone et al. 2011) suggérant une utilité thérapeutique potentielle de
bloqueurs de canaux calciques de type L chez les patients épileptiques. Les flux de calcium
sont assurés par plusieurs types de canaux calciques qu’on trouve dans les tissus excitables
tels que le cceur, le pancréas et le cerveau (Catterall 2000). Le GSSE pourrait inhiber l'effet de
HFD sur ’abondance du calcium ou l’activité calcique et son mode d'action devrait étre
mieux étudié en utilisant les inhibiteurs calciques comme la nifédipine ou le vérapamil. A
partir de notre analyse protéomique, on peut conclure que le GSSE a inhibé I’activation de la
voie de signalisation du calcium en agissant en partie sur les protéines VDAC (Voltage
dependent annion channel), Ca2?* transporting ATPase and Plasma membrane channel annion
(PMCA). Nos résultats sont en accord avec les travaux récents dans le domaine qui montrent
que le traitement HFD provoque une augmentation des médiateurs intracellulaires comme le
Ca?* et le GSSE corrige ce niveau vers des valeurs proches du t¢moin SD (Charradi et al
2012). D'autres travaux ont montré qu’un extrait de proanthocyanidines inhibe la mort
cellulaire induite par le glutamate par inhibition de la signalisation du calcium et du NO dans
les neurones hippocampiques de rats (Ahn et al. 2011). Il est tentant de spéculer sur
l'utilisation du GSSE dans la prévention de ces troubles du cerveau, caractérisées par une
dérégulation du calcium, soit seul, soit comme adjuvant aux bloqueurs calciques communs

actuels comme le vérapamil ou la nifédipine.
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L’augmentation du Ca** déclenche également différentes voies apoptotiques telles que celles
impliquant l'activation des calpains, une famille de protéases cystéine et calcium dépendantes
qui clivent des cibles protéiques spécifiques conférant aux calpains un réle trés important dans
diverses maladies neurodégénératives (Richmond et al. 2010). Ce résultat a ét€ soutenu par la
démonstration de D’activation accrue des calpains suite a un régime HFD et par DIeffet

prophylactique du GSSE.

De plus, des résultats concordants ont été décrits dans la littérature concernant la signalisation
HIF (hypoxia induced factor) et Il'expression du gene FTO (Fat ) (Jia et al. 2008, 2011;
Berulava et al. 2013) . Il est généralement admis que la voie HIF est surexprimée dans de
nombreux types de cancers grice a une expression accrue de HIF1b et HIF2b qui régule les
’activité mitochondriale en augmentant la transcription de la sous- unité IV-2 de la chaine de
transport d’¢lectrons (Yang et al. 2014). Plusieurs études ont rapporté la forte influence de la
voie de signalisation de HIF sur le métabolisme des lipides et du glycogene. Le HIF peut
améliorer la synthese du glycogeéne sous hypoxie dans diverses cellules par induction de la
premiere enzyme de la néoglucogenése et peut également induire 1’isoforme lipin 1 de la
phosphatidate phosphatase, qui est une enzyme impliquée dans la biosynthese des
triglycérides (Mylonis et al. 2012). Comme le métabolisme des lipides et du glucose ont été
modifiés par le régime gras (HFD) et corrigé avec le GSSE, ce dernier pourrait étre considéré
comme un agent préventif potentiel contre 1'effet délétere et insidieux du régime HFD sur
I’homéostasie cérébrale depuis des décennies. Sur cette base, nous proposons que
laugmentation de lexpression des protéines appartenant a la voie de signalisation HIF dans
les cerveaux de rats traités au régime HFD puisse €tre 1'un des mécanismes de défense et de
protection contre le stress oxydatif médié par les ROS. Le GSSE a eu un effet protecteur en
rétablissant I'expression de plusieurs protéines surexprimées (Enol, Eno2, VDAC, calcium
signaling Atp2b2 ou Cadps) ousous exprimées (SNAP-25, Gapdh, Gpd2, Mtco2, PP2RAI,
MBP-1). Ainsi, par exemple, linhibition de lenzyme glycolytique Gapdh améliore la
vulnérabilité neuronale a un état d'excitotoxicité a la fois in vivo et in vitro par un mécanisme
inconnu lié éventuellement a I'échec mitochondrial et améliore également la vulnérabilité de
I’amyloide B de I'hippocampe(Cano-Ramirez et al. 2012). En outre il a récemment été montré
que la GAPDH agirait comme une kinase du récepteur de GABAa ce qui constitue un lien
entre la glycolyse et la neurotransmission (Laschet et al. 2004).Plusieurs études ont mis en
évidence l'implication de la Gapdh dans la neurodégénérescence par le biais de son activité

non-glycolytique dans les cerveaux de patients atteints d’alzheimer (ElI Kadmiri et al. 2014).
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En outre la Gapdh joue un rdle non catalytique en induisant la mort cellulaire apres
oligomérisation (Qvit et al. 2016) et par I'intermédiaire de son association avec VDAC-1, la
Gapdh est capable d'induire la perméabilité de la membrane mitochondriale pro-apoptotique

(Tarze et al. 2007).

Une autre protéine clé, la SNAP 25, qui fait partie du complexe SNARE impliqué dans la
fusion synaptique vésiculaire, est sous-exprimée suite a un traitement riche en graisse (HFD)
comme cela a pu étre démontré dans le cerveau de patients atteints d’alzheimer (Greber et al.
1999) ou de la démence vasculaire (Sinclair, Tayler, et Love 2015). Encore une fois le GSSE
corrige le niveau de cette protéine synaptique clé.

La MBP-1 est une autre protéine impliquée dans la myélinisation, sous-exprimée chez les rats
soumis a un régime HFD, suggérant un effet délétere durable du gras sur le fonctionnement
cérébral et dont le GSSE rétablie le niveau a des valeurs proches du SD. Ce résultat doit etre
comparé a leffet de la remyélinisation récemment décrit par le resveratrol utilisé a dose
élevée (250 mg / kg) dans un modele de sclérose en plaque induite par la cuprizone (Ghaiad et
al. 2016).

Un autre résultat frappant est l'expression accrue de VDACT lors de I'exposition au HFD et sa
correction par le GSSE. Fait intéressant, le VDAC-1, qui est surexprimée dans les cerveaux
des patients atteints de la maladie d’Alzheimer, est impliquée dans la toxicité du peptide f3
conduisant a un dysfonctionnement mitochondrial puis a I’apoptose. Le VDAC 1 constitue un
biomarqueur de présence de lipotoxicité (Martel et al. 2013) et une cible thérapeutique
potentielle pour les polyphénols ciblant la mitochondrie tel que le resveratrol par exemple
(Liao et al. 2015).

L’approche protéomique quantitative a haute résolution utilis€e et confirmée par le Western
blot, a révélé que le GSSE prévient efficacement les perturbations métaboliques du traitement
HFD. Parmi ces voies métaboliques touchées on peut citer celui de la signalisation du
calcium, la glycolyse, le dysfonctionnement des canaux ioniques et la phosphorylation
oxydative conduisant a une apoptose induite par la lipotoxicité et donc a un
dysfonctionnement cérébral. L’effet protecteur du GSSE s’est matérialisé par la sous-
expression de quelques marqueurs caractéristiques tels que VDAC-1, ENOI1, GAPDH et
PPARy. Ce dernier est un facteur de transcription qui joue un rdle primordial dans le
phénomene de la lipogenese(Mattevi, Zembrzuski, et Hutz 2007) et dont I’expression

augmente au niveau du tissu adipeux des rats traités au régime HFD (Sanchez et al. 2003).
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Dans d’autres études, un agoniste du facteur de transcription PPARy a également été utilisée

pour traiter les souris obeses (Bays 2004; Vidal-Puig et al 1996).

En résumé, en utilisant une analyse protéomique quantitative ainsi que des outils
biochimiques et bio-informatiques, nous avons identifié les acteurs des voies métaboliques et
biologiques qui étaient perturbés au niveau des cerveaux de rats rendus obeses par un régime
HFD puis corrigés par un traitement GSSE. Tandis que nos données sont compatibles avec les
résultats antérieurs de la lipotoxicité cérébrale en cas d’obésit¢ montrant la protection du
GSSE des voies de ’OXPHOS et celles de signalisation du calcium. 1Is ont également dévoilé
de nouvelles voies y compris la régulation ascendante de la voie de signalisation HIF dans les
cerveaux de rats HFD.Dans le méme contexte, le GSSE a abrogé la stimulation des voies de
signalisation induite par le régime HFD soit en modulant plusieurs protéines, soit en induisant
d’autres qui n'étaient pas affectées par le HFD. Des études sont donc nécessaires afin de
traiterle role spécifique de ces protéines dans la pathogenese de la lipotoxicité induite par un
régime riche en graisse et la maniére dont le GSSE les affecte pour qu’elles soient utilisées

comme extrait thérapeutique.
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L’objectif de cette thése était d’avancer sur la compréhension des voies métaboliques
cérébrales touchées par l'obésité nutritionnelle chez le rat Wistar puis corrigées par le

traitement au GSSE. Pour cela, plusieurs problé matiques ont été entreprises pour y répondre.

Dans la premiere partie nous avons caractérisé et identifié les composants polyphénoliques de
notre extrait le GSSE puis suivi les parametres anthropométriques des rats des différents lots
de traitement. Dans la méme partie, on a mesuré Pactivitét de quelques enzymes
antioxydantset d’autres appartenant a différentes voies métaboliques dans les cerveaux des
rats afin de déterminer I'effet de I'obésité et celui de GSSE sur les enzymes cérébrales des

rats étudiés.

Nous avons conclu que le GSSE est riche en polyphénols totaux majoritairement les non
flavonoides contenus dans les graines et la peau. Différents composés phénoliques ont été
identifiés aussi dans le GSSE dont majoritairement 'acide gallique. Ce dernier fonctionne en
synergie avec les différents composés identifiés afin de protéger les rats contre ’effet délétere
du gras sur les cerveaux. L obésité nutritionnelle induite se caractérise par une augmentation
du PC et du poids relatif du Tissu adipeux par contre aucun effet sur le poids relatif du

cerveau.

En synthétisant nos résultats, nous pouvons conclure que le HFD induit des altérations du
statut oxydant et des enzymes cérébrales de différentes voies métaboliques impliquées dans

I’obésité nutritionnelle. Le GSSE rameéne ces paramétres a la normale.

Dans la deuxieme partie nous avons opté pour différentes techniques de protéomique qui nous
ont permis d’identifier et quantifier les protéines cérébrales altérées chez le rat suite a un
traitement HFD et la correction apportée par le GSSE. Ceci nous a permis de mieux
comprendre les voies métaboliques impliquées au niveau du cerveau suite a un traitement
riche en graisse tels que celle de la signalisation du calcium, la phosphorylation oxydative et
le HIF signaling. Ces troubles métaboliques ont été corrigés par le traitement au GSSE.
Plusieurs enzymes (Enol, Eno2, GAPDH, Hspa) de la voie de la glycolyse/neoglucogenesis
ont été altérées dans les cerveaux des rats traités au régime HFD. Letraitement au GSSE

corrige ces altérations.

Une derniere partie a ét€ dédiée a une validation des résultats trouvés. Pour ce faire, On a eu

recours au WB qui a confirmé D'altération de quelques enzymes appartenant aux différentes
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voies métaboliques touchées par le régime HFD. Une restauration de ces activités

enzymatiques dans les cerveaux des rats a été remarquée suite au traitement au GSSE.

L’ensemble de ces résultats nous conduit a envisager des perspectives afin de reproduire la
mémedémarche pour caractériser la réponse retrouvée dans d’autres organes tels que les
intestins, le foie, le tissu adipeux et de trouver un lien de signalisation protéique avec les
protéines de cerveau. Ceci permettra la compréhension de I’axe intestin-cerveau par
exemple.Dans ce méme cadre nous pourrons essayer de passer a 1’étude protéomique des
différents compartiments cérébraux apres avoir détaillé le protéome cérébral total et étudier
les nouvelles protéines impliquées dans les voies de signalisation qu’on n’a pas pu voir dans

I’étude du protéome totale.

Il est particulierement intéressant d’étudier I’effet du HFD et du GSSE sur les lipides du
cerveau. Une étude lipidomique permettant de voir les variations au niveau des profils
lipidiques pourrait aussi etre entreprise afin de comprendre le changement des lipides face a

I’obésité et I'effet du GSSE sur ces variations lipidiques.
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Annexes

Accession ;’::am “"s;“:':"" Anova (p) mn':': "::‘::' Description HFD1 HFD2 HFD3 HG1 HG2 HG3
8i|56605990 2 129 5,91E-05 46,59 HG  leucine-rich protein 157 1,03e403  0,00E+00 0,00E+00 1,41E+04 1,66E+04 1,74E+04
gi]| 109458918 3 160 2,73E-05 40,39 HG  PREDICTED: similar to adaptor-related protein complex 3, beta 2 subunit 2,76E+02 1,086+02 3,16E+02 9,50E+03 1,02E+04  8,50E+03
8i]13929106 2 71 3,73e-02 38,79 HG  vesicular inhibitory amino acid transporter 3,35E+02 1,17e+01 6,01E+02 1,63E+04 1,81E+04  2,35E+03
gi| 77404395 2 84 3,09e-02 38,69 HG  p105 coactivator 4,156+02  1,77€+02  3,44E+02 1,24E+04 1,98E+04  4,01E+03
811109491389 3 124 4,88€-02 36,27 HG  PREDICTED: similar to myosin XVllla 7,11E+02 1,286402 4,11E402 1,95E+404 2,41E+04 1,73E+03
gi|13242269 2 80 4,98E-02 2513 HG  GABA transporter protein 5,09E+03  7,51E+03 7,60E+03 2,45E+05 2,45E+05 1,71E+04
gi| 109490574 a4 182 8,12E-05 18,72 HG  PREDICTED: similar to cytoplasmic FMR1 interacting protein 2 isoform 1 2,60E+03 4,17e+03  4,55E+03 6,18E+04 7,85E+04  7,15E+04
gi|27688933 2 65 3,54e-02 16,01 HG  PREDICTED: similar to procollagen, type |, alpha 1 2,19E+04  7,42E+03 7,31E+03 2,18E+05 3,12E+05  5,60E+04
gi]13162302 2 66 2,13e-02 14,28 HG  dynactin 1 1,14403  1,12E+03 8,21E+02 2,03E+04 1,83E+04  5,45E+03
gi]17105360 a4 197 2,65€-02 13,64 HG  synaptic vesicle glycoprotein 2b 3,41E+03  3,14E+03 2,11E+03 2,50E+04 6,62E+04  2,70E+04
gi|6978557 10 535 3,80E-02 13,45 HG  ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 2 1,10E+04 2,81E404 2,95E+04 3,39E+05 4,98E+05 8,70E+04
gi|8392935 8 468 3,67e-02 12,92 HG  ATPase, Ca++ transporting, cardiac muscle, slow twitch 2 1,64E404  9,90E+03 1,176E+04 1,93E+05 2,55E+05 4,38E+04
gi|9507127 6 206 4,76E-02 11,71 HG  SNAP25-interacting protein 1,24E+04  1,22E+04 1,27E+04 2,56E+05 1,37E+05 4,43E+04
gi]8394158 2 123 1,07e-02 11,25 HG fatty acid synthase 2,86E+03  9,91E+02 1,22E+03 1,78E+04 2,77E+04  1,16E+04
gi| 78126161 9 421 4,29e-02 11,14 HG  solute carrier family 1 (glial high affinity glutamate transporter), member 2 isoform b 4,376+04  3,12E+04  3,58E+04 4,25E+05 6,88E+05  1,18E+05
gi117530967;gi 5 227 4,26E-02 11,04 HG  solute carrier family 8 (sodium/calcium y ber 2 1,43E+04  1,06E+04 7,74E+03 1,63E+05 1,73E+05  2,44E+04
8i|62665288 3 176 3,27e-05 10,89 HG  PREDICTED: similar to alanyl-tRNA synthetase 5,97E+03  2,99+03 4,12E+03 4,99E+04 4,28E+04  4,97E+04
gi| 6978543 15 813 3,46E-02 10,86 HG  ATPase, Na+/K+ transporting, alpha 1 polypeptide 1,51E+05 1,24E+05 1,23E+05 1,86E+06 2,07E+06  3,88E+05
gi]11496271 2 97 3,426-02 10,84 HG  cytoplasmic linker 2 1,326403  2,64E+02 6,71E+02 1,32E+04 8,286+03  2,94E+03
gi|13591880 a4 166 3,44E-02 10,55 HG  proteolipid protein 4,64E+05  3,57E+05 3,41E+05 5,26E+06 5,89E+06  1,12E+06
gi]16758736 2 89 4,23€-05 9,79 HG  neuroligin 1 2,52€+03 1,27e+03  2,326+03  2,17E+04 1,82E+04  1,98E+04
gi]34858442 a 216 1,70E-02 9,77 HG  PREDICTED: similar to Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 5 (Ubiquitin thiolesterase 5) (Isope 1,27€+04  9,34E+03 9,77E+03 1,58E+05 9,49E+04  5,75E+04
gi|13591902 3 160 5,88E-04 9,71 HG  actinin, alpha 1 4,70E+03  2,85E+03 8,02E+03 6,05E+04 4,28E+04  4,78E+04
811109473862 2 90 7,17€-03 9,70 HG  PREDICTED: similar to IQ motif and Sec7 domain 1 isoform 2 1,986+03  1,88E+03 5,83E+02 1,09E+04 2,05E+04  1,18E+04
8i113242271 2 133 3,75€-02 8,88 HG  solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter, GABA), member 11 1,336+04 1,1364+04 1,22€+04 1,10E+05 1,78E+05  3,83E+04
gi|34873499 8 360 6,72E-03 8,67 HG  PREDICTED: similar to amil dase puromycin 1,43E+04 1,53E+04 1,64E+04 1,16E+05 1,88E+05 9,57E+04
8157977297 3 173 4,62E-02 8,32 HG  reticulon 3 isoform A 891E+03  7,96E+03 1,07E+04 1,14E+05 9,91E+04  1,60E+04
81155925610 6 295 2,88E-02 8,17 HG  inositol 1,4,5-triphosphate receptor 1 1,35e404  8,22E+03 1,22E+04 1,17E+05 1,29E+05  3,14E+04
gi| 10048483 9 368 2,88E-02 7,83 HG  multidomain presynaptic cytomatrix protein Piccolo 1,51E+04 1,66E+04 2,23E+04 2,31E+05 1,17E+05 7,48E+04
gi| 74271849 2 116 3,07e-02 7,719 HG  solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter), member 17 4,28E+03  4,94E+03 5,15€+03 6,11E+04 3,29E+04  1,80E+04
8i]109491767 3 115 3,18€-04 7,48 HG  PREDICTED: similar to Importin beta-1 subunit (Pore targeting complex 97 kDa subunit) (PTAC9"  1,29E+04 9,70E+03 9,96E+03 7,386+04 7,41E+04 9,55E+04
gi|6978547;gi| 18 1127 1,69E-02 7,34 HG  Na+/K+ -ATPase alpha 3 subunit 4,63E405  4,24E+05 3,64E+05 3,51E+06 4,23E+06  1,45E+06
gi|31542335 3 164 1,40E-02 7,24 HG  calcium channel, voltage-dependent, alpha2/delta subunit 1 1,04E+04 4,576+03 5,68E+03 5,17E+04 7,06E+04 2,71E+04
gi| 77627990 10 446 2,48€E-02 7,22 HG  ATPase, H+ transporting, lysosomal VO subunit a isoform 1 5,93E+04 4,68E+04 4,22E+04 4,56E+05 4,77E+05  1,37E+05
gi|12408298 4 144 1,15€02 7,19 HG dipeptidylpeptidase 6 1,96E+04  1,48E+04 1,60E+04 1,31E+05 1,656+05 6,64E+04
8i]56799396 2 78 2,28€-02 713 HG  myosin IC 4816402  3,73E+02 5,81E+02 4,74E+03 4,086+03  1,41E+03
8i]62659497 2 119 2,33E-04 7,07 HG  PREDICTED: similar to Laminin gamma-1 chain precursor (Laminin B2 chain) 4,20E+03 5,22E+03 4,04E+03 2,73E+04 3,17E+04  3,62E+04
gi|61557085 29 1487 4,31E-03 6,83 HG  spectrin beta 2 3,30E+05 1,97E+05 2,10E+05 2,02E+06 1,92E+06 1,09E+06
8i/109483500 a4 175 3,84E-03 6,78 HG  PREDICTED: similar to Dmx-like 2 1,90E+04 1,56E+04 1,65E+04 9,79E+04 1,55E+05  9,35E+04
gi| 18093104 4 218 1,30E-02 6,72 HG  cask-interacting protein 1 9,79E+03 7,21E+03 8,67E+03 8,57E+04 4,16E+04  4,51E+04
gi|30842811 6 323 2,33e-03 6,70 HG  synaptic Ras GTPase activating protein 1 homolog 1,16E+04 9,63E+03 1,03E+04 8,94E+04 6,90E+04  5,31E+04
gi|31377489 17 686 1,06E-02 6,59 HG  dynein, cytoplasmic, heavy chain 1 3,59E+04  3,12E+04 3,07E+04 2,48E+05 2,80E+05  1,18E+05
81116923996 3 196 6,43E-03 6,54 HG nuclear rib I otein U 2,22e+04  1,37e+04 2,38E+04 1,57E+05 1,55E+05  7,90E+04
gi|61889103 2 129 2,38€-02 6,45 HG  claudin 11 6,026+04  4,686+04 4,76E+04 3,49E+05 4,96E+05  1,53E+05
£i]109506690 2 89 1,72e-03 6,43 HG  PREDICTED: similar to AFG3-like protein 2 (Paraplegin-like protein) 3,36E+03  1,69E+03 2,89E+03 2,156+04 1,45E+04  1,50E+04
gi|13540714 18 752 2,50€-02 6,40 HG  plectin 1 4,046+04  3,24E+04 3,39E+04 3,41E+05 2,38E+05  1,03E+05
8i|57526868 2 94 4,68E-02 6,34 HG  T-kininogen Il precursor 1,21E+04  5,47E+03  7,46E+03 3,68£+04 2,87E+04  9,31E+04
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gi113928704
8116978545
gi|31543764
£i158865966
gi151890229
£i162945278
£i162078893
8i116923964
£i16981622
£i19507135
£i1109462307
gil11612663
£i162641302
£i16980972
£i147058952
21183816939
gi128467005;gi
§i|6981478
81124025637
8i19506497
£i1109464243
8119507159
gi1109467596
gi| 77917546
gi162647644
gi|13928706
gi|70778983
gi111559935
gi119924211
£i1109464712
8i19506427
£i1109468875
£i161889073
£i113591886
8i1109464562
gi|6978549
811109505299
gi|77539778
£i18392839
£i129789026
£i1109464990
gi|12083599
£i1109499222
gi|13162320
211109492922
£i117865351;gi
£i166730360
8i16981022
gi|11560135
gi116758008
8119507167
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410
765
2089
229
74
390
763
684
81
474
233
76
136
113
169
314
133
78
250
1363
135
104
457
286
71
539
109
192
84
317
572
404
147
1167
89
239
77
303
96
566
76
161
80
93
399
459
168
586
309
238
110

2,52€-02
2,63E-02
2,09E-02
3,43e-02
8,56E-03
2,82E-03
5,08E-04
2,71€-02
9,82E-03
2,77€-02
5,93E-03
1,24€-02
1,07-02
1,51€-03
9,98E-04
8,18E-05
2,73E-02
2,28E-02
1,24€-02
3,60E-02
5,58E-04
2,03e-03
1,09€-02
1,56E-02
1,02€-04
6,97E-03
2,18€-03
4,85E-02
3,00E-02
1,25€-03
1,90€-02
1,77e-03
1,09€-03
9,20€-03
9,09E-03
1,12€-04
1,87E-03
8,31E-03
5,92E-04
8,96E-03
2,94€-03
7,67E-05
1,15€-02
1,67€-02
1,75€-02
2,82E-02
8,86E-03
3,40€E-03
3,09€-02
1,13e-02
2,01E-02

6,27
6,01
5,80
5,54
5,54
5,47
5,22
5,20
5,16
5,14
5,09
5,06
5,05
5,03
4,82
4,79
4,76
4,74
4,61
4,58
4,45
4,32
4,25
4,23
4,12
4,10
4,09
4,07
3,95
3,95
3,93
3,88
3,83
3,80
3,79
373
372
371
3,70
3,69
3,62
3,62
3,59
3,59
3,59
3,50
3,48
3,47
3,45
3,43
3,42

HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG

myosin heavy chain 10, non-muscle

ATPase, Na+/K+ transporting, alpha 2 polypeptide

alpha-spectrin 2

tumor rejection antigen gp96 (predicted)

heat shock 90kDa protein 1, beta

hypothetical protein LOC360975

hypothetical protein LOC314432

contactin 1

synaptophysin

beta-spectrin 3

PREDICTED: neural cell adhesion molecule L1

FXYD domain-containing ion transport regulator 7

PREDICTED: similar to tumor suppressor candidate 5

glutamate oxaloacetate transaminase 2

neuron-glia-CAM-related cell adhesion molecule

alpha-1-inhibitor Il

heat shock protein 1, alpha

Rho-associated coiled-coil forming kinase 2

heat shock protein 4

clathrin, heavy polypeptide (Hc)

PREDICTED: similar to Versican core protein precursor (Chondroitin sulfate proteoglycan core p
synapsin 1

PREDICTED: similar to ankyrin 2 isoform 1

inner membrane protein, mitochondrial

PREDICTED: similar to Alpha-2 catenin (Alpha-catenin-related protein) (Alpha N-catenin)
neural cell adhesion molecule 1

NonO/p54nrb homolog

myosin Va

neurofascin

PREDICTED: similar to Heat shock 70 kDa protein 4L (Osmotic stress protein 94) (Heat shock 70-
bassoon protein

PREDICTED: similar to 1-phosphatidylinositol-4,5-bisphosph hosphodi ase beta 1 (PLC-|
matrin 3

microtubule-associated protein 1 A

PREDICTED: similar to Catenin delta-2 (Neural plakophilin-related ARM-repeat protein) (NPRAP
ATPase, Na+/K+ transporting, beta 1 polypeptide

PREDICTED: similar to G protein-coupled receptor 158 isoform a

alpha actinin 4

ATP citrate lyase

neurofilament, heavy polypeptide

PREDICTED: similar to tripartite motif protein TRIM2

d ia 2, torsion T i
PREDICTED: similar to isoleucine-tRNA synthetase 2, mitochondrial

neurogranin

PREDICTED: similar to Synaptojanin-1 (Synaptic inositol-1,4,5-trisphosphate 5-phosphatase 1)
valosin-containing protein

microtubule-associated protein 4

hexokinase 1

brain abundant, membrane attached signal protein 1

plasma membrane calcium ATPase 1

synaptogyrin 1

3,83E+04
1,11E+05
5,04E+05
3,11E+04
1,60E+04
6,06E+04
1,06E+05
2,81E+05
1,14E+05
7,85E+04
1,46E+04
1,97E+04
5,35e+04
2,45e+04
2,84E+04
4,23E+04
3,70E+04
2,49E+03
3,86E+04
5,10E+05
6,98E+03
2,18E+04
4,03E+04
1,18E+05
2,79€+03
1,36E+05
3,59E+04
4,67E+03
6,13E+04
8,55E+04
9,38E+04
1,12E+04
2,04E+04
4,03E+05
5,49E+03
1,26E+06
6,08E+03
5,96E+04
1,23E+04
2,90E+05
2,10E+04
2,40E+05
4,61E+03
7,03e+04
2,27e+05
1,27E+05
2,84E+04
3,38E+05
1,40E+06
4,04E+04
8,64E+04

1,31E+04
8,91E+04
3,41E+05
2,24E404
1,47E+04
3,96E+04
8,47E+404
1,99E+05
9,46E+04
4,59E+04
1,45E404
1,72E+04
4,39E+04
2,45E404
1,78E404
3,54E404
3,98E+04
2,56E+03
2,79E+04
3,08E+05
9,18E+03
1,236404
6,78E+04
8,00E+04
2,69E+03
1,46E+05
3,01E404
6,02E+03
4,14E+04
6,12E+04
9,87E+04
1,04E404
2,21E404
4,71E+05
4,70E+03
1,04E406
3,47E+03
4,94E+04
1,13E+04
3,09E+05
1,07E+04
2,27E+05
6,94E+03
7,71E+04
1,61E405
1,00E405
2,18E+04
3,04E+05
7,87E+05
4,32€+04
6,98E+04

1,38E+04
1,05E+05
3,16E+05
3,88E+04
9,75E+03
4,53E+04
9,33E+04
2,10E+05
1,05E+05
5,57E+04
1,61E+04
1,52E+04
4,27€+04
3,06E+04
2,31E+04
3,43E+04
3,26E+04
2,46E+03
3,61E+04
3,16E+05
9,08E+03
1,53E+04
5,59E+04
9,26E+04
3,46E+03
1,26E+05
3,58E+04
6,37E+03
4,00E+04
7,10E+04
1,07E+05
1,22E+04
2,21E+04
4,79E+05
5,69E+03
9,77E+05
7,46E+03
5,35E+04
1,50E+04
3,17E+05
1,35E+04
1,92E+05
3,23E+03
8,30E+04
1,71E+05
9,96E+04
2,04E+04
2,72E+05
7,83E+05
4,00E+04
7,47E+04

1,90E+05
6,40E+05
2,97E+06
1,01€405
8,25E+04
3,20E+05
5,31E+05
1,56E+06
6,27€+05
4,45E+05
9,44E+04
1,26E405
3,06E+05
1,10E405
1,30E405
1,796405
9,50E+04
1,79E+04
2,25E405
1,88E+06
4,30E+04
5,95E404
2,96E+05
3,16E+05
1,11E+04
6,23E+05
1,40E405
2,68E+404
2,27€+05
2,36E+05
5,79E+05
3,56E+04
9,79E+04
2,33E406
2,67E+04
4,51E+06
2,56E+04
1,86E+05
5,28E404
1,196406
4,40E+04
7,19E+05
1,58E+04
3,51E+05
9,71E+05
2,77E+05
9,03£+04
9,63E+05
4,61E+06
1,636+05
2,77E+05

1,626405
9,21E+05
2,77E+06
1,296405
9,66E+04
2,87E+05
5,50E+05
1,55€+06
6,79E+05
3,48E405
8,67E+04
7,99E+04
1,36E405
1,256405
1,15E405
1,96E405
2,69E+05
1,09E+04
1,426+05
2,61E+06
3,136404
8,83E+04
2,63E+05
3,11E+05
1,35E+04
6,89E+05
1,07€405
3,49E404
2,54E405
2,80E+05
3,356405
5,35E+04
8,18E+04
1,58E406
2,02E+04
3,96E+06
1,926+04
1,46E+05
5,06E+04
1,46E+06
5,26E+04
8,15E405
2,436+04
1,52E+05
5,39E+05
2,81E405
5,29E404
1,34E406
1,60E+06
1,74E405
3,64E405

5,69E+04
2,75€405
9,97€+05
2,82€+05
4,48E+04
1,88E+05
4,03£405
4,82€405
3,10E+05
1,32€+05
4,89E+04
5,76E+04
2,66E+05
1,65€+05
8,91€+04
1,626405
1,57E+05
6,70E+03
1,06E+05
7,10E+05
3,81€+04
6,53E+04
1,38E+05
6,00E+05
1,236404
3,60E+05
1,69E+05
7,71€+03
8,20E+04
3,436+05
2,62€+05
4,196+04
6,79E+04
1,236406
1,34E404
3,78E+06
1,856+04
2,71E+05
3,96E+04
7,32€405
6,70E+04
8,49E+05
1,30€+04
3,24E+05
4,936405
5,85E+05
1,02€+05
8,67E+05
4,05E+06
8,63E+04
1,50E405
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gi]34328532
81162645079
gi117985955
£i]58865372
£i]61098186
£i]6981668
gi]25282419
gi]54312088
£i18394030
£i18393296
£i]6981182
£i1109472298
£i1109480688
£i1109509584
£i|16758732
gi]34853474
£i1109507853
£i18393180
£i111560002
811109504667
£i]40538860
£i]16758540
gi]8392872
£i119424312
£i162339335
£il16758224
£i18850229
gi(18034787
£i]18093102; g
£i]16758748
£i]16758808
£i]76880457
£1146048609
£i]13591908
£i113591936
£i1109464352
gi]31543464
£i16981600
£i146485440
£i16981248
£i]6978599
£i178365244
£i1109492754
£i]8393823
£i113489067
£il13027458
£i[32189355
£i|9507073
£i[19705431
£i148675867
£i]9506891

WA UNON®ONAN

= ~N
Bwwawl

NWNANDSBROD VW

P oa e
w s

NNUOUWBOIUNGOUNNWN

[
5

EBNBONNN

251
59
346
73
372
66
227
189
158
1417
407
369
136
124
1039
144
178
307
180
180
83
174
122
208
73
704
162
638
85
258
73
98
274
357
80
251
399
222
92
198
109
71

98
123
82
285
330
73
234

1,75€-02
1,02€-03
1,22E-02
1,49€-05
3,56E-03
1,46E-02
3,86E-02
1,95E-02
3,37e-03
4,46E-02
6,58E-03
7,24€-03
1,25€-03
3,79E-02
1,19€-02
8,13E-04
5,78E-04
1,27€-03
2,66E-02
1,26€-02
2,32E-03
1,63E-02
1,84€-05
7,16E-03
2,59E-03
1,05€-03
1,25€-02
1,67E-04
2,45E-03
2,32E-02
1,08E-03
2,34E-03
1,83E-02
4,33e-03
1,03€-02
1,45€-02
4,04€-03
1,82€-03
6,86E-03
1,68E-04
2,99€-03
1,96E-02
8,04E-03
1,07e-03
8,54E-03
7,63E-03
5,00E-03
1,80E-03
1,21E-02
1,17€-03
2,06E-05

3,42
3,42
3,41
3,35
3,34
3,34
3,33
3,32
3,31
3,23
3,15
3,14
31
3,09
3,04
3,00
2,97
2,95
2,95
2,95
2,94
291
291
2,88
2,87
2,86
2,84
2,82
2,76
2,76
2,74
2,74
2,73
2,73
2,63
2,61
2,61
2,55
2,51
2,50
2,49
2,47
2,47
2,45
2,43
2,38
2,35
2,34
2,33
2,32
2,32

HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG

HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG

gamma-aminobutyric acid A receptor, alpha 1
PREDICTED: similar to kinesin family member 5C
double cortin and calcium/calmodulin-d di

protein ki
heat shock 105kDa/110kDa protein 1

fibrinogen, gamma polypeptide

tenascin R

calnexin

plasma membrane calcium ATPase 4

protein phosphatase 3, catalytic subunit, alpha isoform
eukaryotic translation elongation factor 2
microtubule-associated protein 2

PREDICTED: similar to AP2 associated kinase 1
PREDICTED: similar to oxidation resistance 1

PREDICTED: similar to Myristoylated alanine-rich C-kinase substrate (MARCKS) (Protein kinase C

reticulon 1

PREDICTED: similar to Microtubule-associated protein 1B (MAP 1B) (Neuraxin)

PREDICTED: similar to vacuolar protein sorting 35
cytochrome c oxidase subunit IV isoform 1
amphiphysin 1

PREDICTED: similar to G protein-regulated inducer of neurite outgrowth 1

aconitase 2, mitochondrial

CLIP-associating protein 2

adaptor protein complex AP-1, beta 1 subunit
KH-type splicing regulatory protein

i lobulin superfamily, ber 8

neurabin 1

microtubule-associated protein 6

adaptor-related protein complex 2, beta 1 subunit
dynamin 1

dynein, cytop ic, intermediate polypeptide 2
erythrocyte protein band 4.1-like 3

protein kinase C, beta

beta-catenin

adaptor protein complex AP-2, alpha 2 subunit
drebrin 1

PREDICTED: similar to Kinesin-like protein KIF2 (Kinesin-2) (HK2)
Pyruvate carboxylase

syntaxin 182

glucose phosphate isomerase

nucleolin

Ca<2+-dependent activator protein for secretion
adducin 1 (alpha)

PREDICTED: similar to immunoglobulin superfamily, member 4D
neurofilament 3, medium

N-ethylmaleimide sensitive fusion protein
vesicle-associated calmodulin-binding protein
solute carrier family 25, member 4

stromal cell derived factor receptor 1

albumin

ER transmembrane protein Dri 42

solute carrier family 3, member 2

7,70E+03
2,53E404
2,28E+04
7,90E404
1,19E+04
1,08E+05
3,85E+04
5,58E+04
5,99E+04
3,96E+04
6,19E+05
9,27€+04
4,71E+04
5,40E+05
3,836404
3,16E+05
3,39E404
2,50E+05
1,10E+05
3,51E+04
8,04E+04
9,03£+03
4,74E+04
2,85E404
1,07E+05
7,90E+03
1,186+06
5,79E+04
9,92E+05
1,16E+04
8,25E+04
1,88E+04
2,95E+04
7,626+404
1,21€+05
4,04E+03
8,71E+04
4,84E+05
5,78E404
2,44E404
2,98E+04
5,63E404
1,24E+05
3,99E+05
1,126+05
4,35€+04
1,48€+05
2,04E+05
7,84E+05
1,36E+04
4,95E+04

7,27€+03
2,13£404
2,75E+04
6,93E+04
7,71E+03
1,15E405
4,376+04
5,29E+04
5,28E+04
3,69E404
6,71E405
8,36E+04
5,76E+04
4,316+05
3,926+04
4,60E+05
2,97€+04
2,29€+05
1,686+405
3,376404
6,85E+04
6,38E403
5,67E404
2,11E+04
9,43E+04
9,08£+03
1,06E+06
7,52E+04
9,62E+05
8,57E+03
1,12€+05
1,196+04
2,58E+04
7,06E+04
1,65E405
3,19+03
2,24+05
6,52E+05
4,436404
2,84E404
3,83£404
4,56E+04
1,15€405
5,68E405
6,37E+04
3,97E+04
1,06E+05
1,71E+05
6,95E+05
1,76E+04
4,57€+04

7,87E+03
2,34E+04
2,76E+04
7,05€+04
5,22E+03
9,77€+04
4,04E+04
5,76E+04
5,39E+04
3,45E+04
7,06E+05
9,21E+04
5,98E+04
4,46E+05
3,68E+04
4,48E+05
3,06E+04
2,05E+05
2,07E+05
3,126+04
7,20E+04
6,40E+03
5,49E+04
2,41E+04
1,03E405
8,92€+03
1,09E+06
8,31E+04
1,05E+06
1,06E+04
1,236+05
1,10E+04
2,28E+04
7,94E+04
1,74E405
4,39E+03
9,956+04
6,18E+05
4,24E+04
2,80E+04
3,60E+04
5,07E+04
1,23E405
5,83E+05
5,36E+04
4,47E+04
1,09E+05
1,81E+05
6,03E+05
1,29E+04
4,37E+04

3,75E+04
9,27E+04
8,48E+04
2,56E+05
2,74E+04
4,05E+05
1,25E+05
1,93E+05
1,87E+05
7,81E+04
2,76E+06
3,56E+05
2,01E+05
1,38E+06
1,23E+05
1,41E+06
7,91E+04
7,96E+05
6,82E+05
1,10E+05
1,67E+05
1,66E+04
1,57€+05
6,89E+04
3,04E+05
2,49E+04
3,58E+06
1,98E+05
2,64E+06
2,81E+04
3,08E+05
3,33E+04
4,65e+04
2,22E+05
5,09E+05
1,05€+04
3,43E+05
1,76E+06
9,44E+04
6,40E+04
7,03E+04
9,84E+04
3,43E+05
1,19€+06
1,74E+05
1,14E+05
2,33E+05
3,55E+05
1,41E+06
2,95e+04
1,05E+05

2,27e+04
8,13E+04
6,01E+04
2,46E+05
2,22E+04
4,54E+05
7,25E+04
2,53E+05
2,26E+05
8,73E+04
1,89E+06
1,97E+05
1,44E+05
7,86E+05
1,50E+05
1,17e+06
1,04E+05
5,77€+05
2,93E+05
6,18E+04
2,41E+05
1,72E+04
1,60E+05
5,29E+04
2,27E+05
2,07E+04
2,00E+06
1,91E+05
2,30E+06
1,76E+04
3,16E+05
3,61E+04
7,02E+04
2,42E+05
2,84E+05
6,74E+03
3,77€+05
1,42E+06
1,52E+05
6,43E+04
1,03E+05
1,04E+05
2,10E+05
1,17E+06
1,56E+05
7,29E+04
3,45E+05
4,78E+05
1,32E+06
3,77e+04
1,12E+05

1,80E404
6,56E+04
1,21E405
2,30E405
3,35E+04
2,09E+05
2,11E+05
1,07E+05
1,40E+05
1,93E+05
1,656+06
2,90E+05
1,67€+05
2,21E406
7,48E+04
1,09E+06
9,676+04
6,46E+05
4,57E+05
1,23E+05
2,41E+05
2,97E+04
1,46E+05
9,07E+04
3,42E+05
2,84E404
3,88E+06
2,20E+05
3,36E+06
3,94E+04
2,43E+05
4,48E+04
9,66E+04
1,53E405
4,14€+05
1,31E+04
3,51E+05
1,296+06
1,17€+05
7,41E404
8,59E+04
1,75E+05
3,43E+05
1,44E406
2,27E+05
1,18E+05
2,73E+05
4,68E+05
2,13E+06
3,51E+04
1,04€+05
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gi[57977273
2118393024
gi178365255
£i119424156
£i[11120682
£i]13994177
£i16981400
£i]53850628
£i]16758938
£i134861256
gil77627971
£i]13786204
£i113592037
£i]16758404
£i]13786200
gi]25453412
gi[55742725
£i176253866
gi13928824
gi177404215
£i161098212
£i|8393752
£i|60678254
£i139930503
81162657092
£i]62661722
£i]59709467
£i134879019
gi]9507243
gi134878862
£i]16758368
£i161556754
£i1109503592
gi11177888
£i161889115
gi]9506411
£i113786202
gi]13591882
£i]56090293
81151948476
£i]16758446
£11109475694
£i1109460227
gil 77404242
£i]56605816
£i]6981614
gi]55926139
gil12711692
£i1109501878
£i142476045
£i18393706

BNNWONWUOUUBNODODWUNNNAREWUWANWUNNBNBABNUBRANOIONNDBANNLBNWNNNWW

148
170

89

85

99
331

90
160

75
130
186
259
147
108
504
222
211
168
332
103
244
155
153

55

88
284
199
133
184
175
263
302
186

70

95

72
213
237
434
351

90
191
286
238
199
125
375
118

83

59
334

1,04E-04
3,27€-02
3,82E-02
2,21E-02
9,06E-03
7,55E-03
1,65E-02
1,04€E-02
3,79E-02
4,52E-03
5,63E-03
2,06E-02
4,01E-03
3,31E-02
3,66E-03
2,04€-02
4,56E-03
1,17€-03
9,62E-03
6,65€-03
1,68E-02
1,00E-02
5,93E-03
1,32E-02
2,45E-02
6,49E-03
1,83E-02
8,07€-03
9,54€-03
1,27€-03
2,28E-03
2,57E-03
2,09E-03
1,60E-02
1,09€-03
3,10€-02
3,53E-03
7,48€-05
3,43E-03
5,21E-04
5,09E-04
2,86E-04
1,28E-03
6,17E-04
5,20E-03
1,07€-02
6,53E-03
9,38E-04
1,58€-03
7,80E-03
2,97€-04

2,31
2,31
2,15
2,13
2,12
2,10
2,05
2,03
2,01
1,97
2,02
2,04
2,04
2,04
2,05
2,05
2,06
2,06
2,09
2,15
2,16
2,17
2,19
2,22
2,23
2,24
2,24
2,26
2,27
2,27
2,29
2,29
2,29
2,31
2,36
2,39
2,40
2,41
2,42
2,45
2,46
2,49
2,51
2,54
2,54
2,55
2,60
2,60
2,63
2,63
2,67

HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HG
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD

phosphofructokinase, platelet

complement component 3

dihydrolipoamide S-acetyltransferase (E2 c of pyruvate dehydi lex)
A-kinase anchor protein 5

calcium/calmodulin-dependent protein kinase Il beta subunit
synaptosomal-associated protein, 91kDa homolog

protein kinase C, gamma

NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 1, 75kDa
adaptor-related protein complex 2, mu 1 subunit
PREDICTED: similar to toll interacting protein
phosphoglucomutase 1

voltage-dependent anion channel 3

RAB3B, member RAS oncogene family

peroxiredoxin 5 precursor

voltage-dependent anion channel 1

glutathione S-transferase, pi 2

dihydrolipoamide S-succinyltransferase (E2 of 2 glutarate
synaptotagmin 1

tyrosine 3-m¢ /tr 5-1 1ase activation protein

synuclein, beta

ubiquitin carboxy-terminal hydrolase L1

microtubule-associated protein tau

creatine kinase, mitochondrial 1, ubiquitous

ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 complex, gamma subunit

PREDICTED: similar to Dual specificity protein phosphatase 3 (T-DSP11)

PREDICTED: similar to succinate-Coenzyme A ligase, ADP-forming, beta subunit

CAP, adenylate cyclase-associated protein 1

PREDICTED: similar to Protein NipSnapl

tyrosine 3-mor /tryptop 5. activation protein, beta polypeptide
PREDICTED: similar to Transcriptional activator protein Pur-alpha (Purine-rich single-stranded D
RAB14, member RAS oncogene family

B-cell receptor-associated protein 37

PREDICTED: similar to Pyruvate dehydrogenase E1 component alpha subunit, somatic form, mit
lin-7 homolog C

phosphoserine aminotransferase 1

ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial FO complex, subunit d

voltage-dependent anion channel 2

synaptosomal-associated protein 25

pyruvate dehydrogenase (lipoamide) beta

ubiquinol-cytochrome c reductase core protein |

isocitrate dehydrogenase 3 (NAD+) alpha

PREDICTED: similar to succinate dehydrogenase Ip subunit

PREDICTED: similar to Alpha-centractin (Centractin) (C sciated actin h log) (Ac
synapsin 2 isoform 1

similar to Ras-related protein Rab-1B

vesicle-associated membrane protein 2

alpha isoform of regulatory subunit A, protein phosphatase 2

dihydropyrimidinase-like 5

PREDICTED: similar to esterase D/formylglutathione hydrolase

cathepsin D

lactate dehydrogenase A

4,20E+04
1,09€+05
1,08E+05
9,82E+03
1,93E+05
1,02E+05
9,47E+04
1,09€+05
7,41E+04
1,27€+05
6,84E+04
2,74E+05
5,12E+04
1,66E+05
4,46E+06
5,14E+05
2,10E+05
6,75E+05
6,87E+05
1,17E+06
3,22E+06
6,07E+05
1,27E+06
1,09E+05
3,25E+04
2,33E+05
1,16E+05
1,29€+05
3,95E+05
1,50E+05
3,43E+05
2,83E+05
5,60E+05
1,54E+04
6,89E+04
8,82E+04
1,18€+06
5,98E+05
1,23E+06
4,35E+05
7,72E+05
1,78E+05
3,81E+05
3,98E+05
1,26E+05
1,89E+05
2,45E+05
1,11E+05
1,12E+05
5,47E+04
1,52E+05

3,27E+04
1,01E+05
9,46E+04
1,29e+04
1,61E+05
1,43E+05
8,96E+04
1,11E+05
5,41E+04
1,58E+05
6,75E+04
1,78E+05
6,86E+04
1,56E+05
3,92E+06
6,44E+05
2,37E+05
5,80E+05
9,93E+05
1,10E+06
3,28E+06
5,51E+05
1,01E+06
1,82E+05
3,02E+04
2,81E+05
1,38E+05
1,24E+05
4,27E+05
1,60E+05
3,76E+05
3,76E+05
5,97€+05
1,58E+04
8,50E+04
8,57E+04
1,20E+06
6,28E+05
1,78E+06
4,20E+05
9,29E+05
1,96E+05
3,74E+05
3,19E+05
1,56E+05
2,20E+05
3,05E+05
1,45E+05
8,98E+04
5,62E+04
1,51E+05

3,31E+04
1,08E+05
1,01E+05
1,29e+04
1,63E+05
1,50E+05
8,29E+04
1,14E+05
5,41E+04
1,41E+05
6,82E+04
2,68E+05
5,98E+04
1,60E+05
4,82E+06
6,18E+05
2,41E+05
6,68E+05
1,04E+06
1,156+06
3,24E+06
5,89E+05
1,05E+06
1,54E+05
2,95E+04
2,95E+05
1,41E+05
1,50E+05
4,84E+05
1,69E+05
3,55E+05
3,61E+05
5,51E+05
1,83E+04
8,31E+04
1,08E+05
1,22E+06
6,06E+05
1,69E+06
4,25E+05
9,23E+05
1,95E+05
4,12E+05
3,93E+05
1,71E+05
2,35E+05
2,79E+05
1,20E+05
9,54E+04
4,31E+04
1,40E+05

8,16E+04
1,91E+05
1,87E+05
3,36E+04
3,30E+05
3,41E+05
1,52E+05
1,94E+05
8,39E+04
9,32E+04
1,91E+04
1,05E+05
2,73E+04
9,38E+04
1,66E+06
1,56E+05
7,46E+04
2,37E+05
3,47E+05
2,46E+05
2,03E+06
4,30E+05
5,04E+05
4,67E+04
1,29e+04
9,20E+04
4,80E+04
5,44E+04
3,09E+05
4,63E+04
2,08E+05
1,59E+05
2,52E+05
6,05E+03
2,57e+04
7,91E+04
5,57€+05
2,07€+05
7,16E+05
1,83E+05
2,94E+05
7,35E+04
1,33E+05
1,66E+05
2,96E+04
1,25E+05
5,73E+04
4,23e+04
4,89E+04
2,81E+04
4,77€+04

8,70E+04
1,89E+05
1,51E+05
1,81E+04
3,05E+05
2,46E+05
1,56E+05
1,95E+05
1,14E+05
7,01E+04
4,55E+04
7,82E+04
3,65E+04
1,26E+05
1,92E+06
2,39E+05
1,07E+05
3,56E+05
5,41E+05
6,48E+05
2,07E+06
1,64E+05
7,02E+05
8,12E+04
2,46E+04
9,01E+04
2,67E+04
3,30E+04
1,39E+05
8,42E+04
1,69E+05
1,75E+05
3,38E+05
1,24E+04
3,91E+04
2,40E+04
7,05E+05
2,82E+05
6,80E+05
2,20E+05
3,69E+05
9,42E+04
2,20E+05
1,38E+05
6,96E+04
1,09E+05
8,57E+04
4,81E+04
3,94E+04
2,41E+04
7,24E+04

8,04E+04
3,55E+05
3,12E+05
2,42E+04
4,63E+05
2,43E+05
2,41E+05
2,87E+05
1,69E+05
5,33E+04
3,63E+04
1,69E+05
2,42E+04
1,61E+04
2,86E+06
4,70E+05
1,54E+05
3,39E+05
4,15E+05
6,95E+05
4,05E+05
2,12E+05
3,18E+05
7,25E+04
3,94E+03
1,80E+05
1,01E+05
9,11E+04
1,28E+05
8,11E+04
9,33E+04
1,12E+05
1,55E+05
3,02E+03
3,57E+04
1,50E+04
2,40E+05
2,73E+05
5,41E+05
1,19€+05
4,04E+05
6,08E+04
1,13E+05
1,33E+05
7,89E+04
1,90E+04
1,76E+05
5,42E+04
2,50E+04
6,32E+03
4,60E+04
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£i16981146
gi]40538742
£i111560024
£i134866853
81140786436
£i113929006
£11109459775
81125742674
81148675845
2111968132
21161889092
£i16978809
8118394069
21162656166
£i115100179
21162665041
gi116758742
8119506519
£118394009
gi121245098
811109474252
21158865398
gi|12083663
£i1109464449
gi126023949
gi|32996721
21162663437
gi|8393418
£i118959246
gi|8393910
£i114389299
811109484025
811109460535
811109504787
gi|6978487
81150233797
£i138454230
gi155741544
2116981462
£1162990183
81116757984
81111693172
81140018616
211109486585
£1125282395
8118394018
£i16981388
81129789261
gi113929094
gi116758910
8118393896

NNNUNOVUWWBNNNWNWAENWNNNNABNUVUUWNUNNNWUOUNNNBNNOWNNNNNNNGONO

361

229

129
123

76

81
223
160
139
370
175

252
102

9%
108
279
129
141
161

493
432
160
311

70
225

92
65
109
210
79
247
232
97
267
81
97
145
234
113
250
154
262
213
61
69

2,85E-03
3,27e-03
8,36E-04
1,64€-02
2,64€-02
2,08E-03
7,45E-03
4,26€-03
4,82€-03
9,60E-03
2,55E-03
1,25€-03
6,17€-03
6,94E-03
1,21€-02
8,38€-03
1,54€-03
2,18£-03
3,61E-03
7,39E-04
2,79€-03
5,05E-03
2,70E-03
2,40E-04
2,29€-03
1,15€-05
2,83E-03
2,06E-03
7,95E-04
6,21E-03
2,55E-03
1,82€-03
6,00€-03
1,95€-03
8,73E-04
2,56E-03
7,34E-04
6,48E-04
5,08E-04
3,02€-03
2,33€-02
1,36E-02
4,57€-03
4,41€-03
4,02€-03
2,16€-03
3,15€-03
1,50E-03
2,17€-04
9,53E-04
7,40E-03

2,69
2,70
2,71
2,73
2,75
2,77
2,83
2,83
2,87
2,90
2,97
2,97
2,97
3,03
3,05
3,18
3,20
321
3,23
3,25
3,30
3,38
3,40
3,50
3,52
3,53
3,53
3,63
3,70
3,83
3,87
3,94
3,95
3,96
3,99
4,02
4,08
4,09
4,09
4,18
4,20
4,23
4,25
4,45
4,65
4,72
4,76
4,76
4,81
4,95
5,12

HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD

HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD

HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD
HFD

lactate dehydrogenase B

ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 complex, alpha subunit, isoform 1.
heat shock protein 1 (chaperonin)

PREDICTED: similar to cytochrome c-1

eukaryotic translation initiation factor 4A, isoform 1

RAB2, member RAS oncogene family

PREDICTED: similar to EH-domain-containing protein 1 (mPAST1)

ataxin 10 homolog

5 4-carb rib formy /IMP cyclohydrolase
peroxiredoxin 3

adenylate kinase 1

enolase 1, alpha

pr (p , pain) subunit, alpha type 4

PREDICTED: similar to target of myb1-like 2 isoform 2

malate dehydr 1, NAD (soluble)

PREDICTED: similar to cAMP-dependent protein kinase, alpha-catalytic subunit (PKA C-alpha)
CAP, adenylate cyclase-associated protein, 2

hyaluronan and proteoglycan link protein 1

peptidylprolyl isomerase A

tubulin, beta 3

PREDICTED: similar to NADH dehydr biquit ) 1 alpha sub 9
leucine aminopeptidase 3

flotillin 1

PREDICTED: similar to 3-oxoacid CoA transferase 1

enolase 2, gamma

NADH dehydrogenase 1 alpha subcomplex 10-like protein

PREDICTED: similar to triosephosphate isomerase

glyc de-3-phosphate dehyd,

adaptor-related protein complex 3, mu 2 subunit

phosphatidylethanolamine binding protein

vimentin

PREDICTED: similar to glycerol-3-phosphate dehydrogenase 1-like

PREDICTED: NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 6

PREDICTED: similar to tubulin, beta 2

aldolase A

keratin 5 (epidermolysis bullosa simplex, Dowling-Meara/Kobner/Weber-Cockayne types)
vacuolar H+ ATPase E1

y cr core protein Il
acyl-CoA hydrolase
tyrosine 3. /tryptop! 5 activation protein, zeta polypeptide
phosphoglycerate mutase 1

calreticulin

chaperonin containing TCP1, subunit 3 (gamma)

PREDICTED: similar to tubulin, beta 4
glutathione-S-transferase, mu 5

protein phosphatase 2a, catalytic subunit, alpha isoform
protein phosphatase 1, catalytic subunit, beta

guanine nucleotide-binding protein, beta 2

guanine deaminase

alpha isoform of regulatory subunit B55, protein phosphatase 2
protein kinase C and casein kinase substrate in neurons 1

2,42E+05
1,21E+06
8,43E+05
2,76E+05
1,64E+05
1,67€+05
1,50E+04
1,09e+04
4,15e+04
1,69E+05
3,15E+05
1,19€+06
3,45E+04
7,02E+04
1,34E+06
1,32e+04
2,26E+04
1,33E+05
4,14E+06
1,79E+06
3,72E+04
2,85E+04
1,19e+04
2,28E+05
1,23e+06
1,64E+05
2,12E+06
6,20E+06
9,93E+03
2,66E+06
8,86E+04
1,80E+04
1,48€+05
1,13E406
1,20E+06
2,61E+04
2,00E+05
2,10E+05
6,39E+04
5,14E+05
4,56E+05
3,01E+05
8,32E+04
7,96E+05
3,64E+04
4,60E+05
3,32E+04
4,01E+05
1,14€+05
3,52E+04
4,40E+05

3,13E405
1,73e+06
1,08E+06
4,44E+05
2,06E+05
1,40E+05
2,48E+04
1,49E+04
5,91E+04
2,62E+05
3,80E+05
1,48E+06
4,16E+04
1,02E+05
2,12E+06
1,66E+04
2,11E+04
1,02E+05
4,10E+06
2,07E+06
3,86E+04
3,93E+04
1,49E+04
2,26E+05
1,74E+06
1,63E+05
1,75E+06
6,97E+06
1,34E+04
1,81E+06
1,12E+05
2,64E+04
2,41E+05
1,32E+06
1,63E+06
2,04E+04
2,07E+05
2,80E+05
6,66E+04
8,31E+405
2,28E+05
1,84E+05
1,25E+05
1,37E+06
4,72E+04
6,58E+05
4,95e+04
4,20E+05
1,42E+05
4,74E+04
3,94E+05

2,89E+05
1,71E406
1,09E+06
3,80E+05
2,05E+05
1,99E+05
1,86E+04
1,29e+04
4,37e+04
2,10E+05
3,06E+05
1,63E+06
3,75E+04
1,10E+05
1,83E+06
1,77e+04
2,43E+04
1,04E+05
3,60E+06
2,38E+06
2,52E+04
4,42E404
1,77e+04
2,60E+05
1,85E+06
1,60E+05
2,06E+06
9,11E+06
1,09e+04
2,90E+06
1,00E+05
2,49E+04
2,65E+05
8,62E+05
1,36E+06
1,68€+04
2,07E+05
2,40E+05
5,83E+04
7,60E+05
4,49E+05
4,03E405
1,00E+05
1,37€+06
5,68£+04
5,03E+05
3,20E+04
5,69E+05
1,31E+05
4,62E+04
6,27E+05

7,57e+04
4,86E+05
4,23E+05
1,79€+05
4,35E+04
7,33e+04
8,45E+03
7,13e403
1,01E+04
7,63E404
1,48E+05
5,55E+05
1,39e+04
4,84E+04
5,39E+05
2,54E+03
8,57E+03
3,82E+04
1,92E+06
5,90E+05
1,09e+04
1,69E+04
2,91E+03
9,20E+04
5,45E+05
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2,88E+05
1,64E+04
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9,87E+03
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ARTICLE INFO ABSTRACT

In recent years, the obesity epidemic has developed into a major health crisis worldwide. With current treat-
ments limited to expensive, high-risk surgery and minimally efficacious pharmacotherapy, new therapeutic op-
tions are urgently needed to fight against this alarming trend. Though brain dysfunction has been studied linked
to high fat diet (HFD) and grape seed and skin extract (GSSE) correction, the proteomic modifications linking the
two effects on brain lipotoxicity are not well understood. To this end rats were exposed for 8 weeks to HFD treat-
ment, to GSSE (500 mg/kg BW) and to binary mixture of HFD and GSSE to gain insight into the potential path-
ways altered with metabolic disease and the protection afforded by GSSE. Significant modifications of brain
proteins were detected using mass spectrometry-based differential proteomics. These proteins were mainly re-
lated to oxidative stress, glycolysis and calcium signaling. Additionally, proteins involved in the cytoskeleton
were also affected by HFD treatment. Interestingly, whether up- or down regulated protein abundances, GSSE
corrected most of the disturbances of HFD treatment. These findings provide impetus for future therapeutic in-
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vestigation on GSSE against other metabolic disorders.

© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Obesity is considered as a major public health problem. The number
of obese (BMI > 30) and overweight (BMI > 25) is reaching at least
epidemic, if not pandemic proportions worldwide [1]. Indeed, the
world health organization reports that in 2008, more than 1.4 billion
adults were overweight and more than 200 million men and nearly
300 million women were obese. For instance in the United States,
more than one third of adults (34%) are obese [2]. In addition, obesity
is growing dramatically both in developed and developing countries
and childhood obesity is reaching frightening proportions [3]. Of ut-
most importance, obesity increases the risk for metabolic syndrome
diseases including type 2 diabetes, hypertension, heart attack,
stroke, musculoskeletal disorders, gastrointestinal problems and
various types of cancer [4-6].

Obesity originates from a complex interaction of genetic, develop-
mental, behavioral and environmental influences [7,8]. It results in an

* Corresponding author at: UMR6270 CNRS, Plateforme Protéomique PISSARO - IRIB,
Université de Rouen, 76821 Mont Saint Aignan Cedex, France.
E-mail address: pascal.cosette@univ-rouen.fr (P. Cosette).

http://dx.doi.org/10.1016/j.bbapap.2017.03.001
1570-9639/© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

excess storage of fat in the body to such an extent that it causes health
disorders leading to increased morbidity and mortality. To control such
a syndrome, prevention is the most urgent strategy, but for now, it does
not produce satisfactory results in the long term [9]. Pharmacological
treatment can also reveal essential once the pathology has already de-
veloped. However, current therapies have important limitations and
achieve only moderate body weight reduction. Resorting to surgery is
an alternative strategy but presents also many limitations as well as as-
sociated risks. In this context, as synthetic drugs fail to produce desired
effects and even produce undesired side effects, the utilization of tradi-
tional and alternative medicines is fast gaining acceptance.

In this context, natural products should clinch a strategic position. As
a promising example, polyphenols have been reported to procure sever-
al beneficial health effects by acting as antioxidant, anti-carcinogenic,
cardio-protective and also neuro-protective agents [10]. In our laborato-
ry, numerous studies have been dedicated to exemplify and understand
the effect of a grape seed and skin extract (GSSE, rich in polyphenols) in
relation to metabolic syndrome. In particular, we previously showed
that GSSE prevents oxidative injury and the deleterious effects linked
to HFD-induced cardiac dysfunction and abdominal fat deposition
[11]. In addition, GSSE could be considered as a preventive agent since
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it was able to attenuate brain lipotoxicity [12]. Not the least, the use of
GSSE in various settings, either for humans or in animal models, even
at tremendous dosage, was extraordinarily safe.

From there came the idea to assess the effect of GSSE treatment
on obese rats because their body mass was significantly decreased
in GSSE treated animals fed with HFD. In the present study, we de-
signed a proteomic approach targeting the whole brain compart-
ment to investigate the biological pathways induced by HFD, but
also those governed by GSSE treatment. Thus, this study outlines
the pathology of obesity with a focus on the contribution of cerebral
proteomic-driven studies to elucidate the molecular mechanisms as-
sociated to obesity and the potential preventive effect of GSSE.

2. Material and methods
2.1. Study design

Our experimental approach involved a comparative quantitative
proteomic analysis of brain samples from different rat groups that had
undergone standard diet (SD), SD supplemented with GSSE (SG), high
fat diet (HFD) and HFD supplemented with GSSE (HG) followed by de-
tailed ontology and pathway analyses of proteins exhibiting significant
differential abundances. At least, 3 distinct brain tissues (biological rep-
licates) from each group of animals were isolated. Then, individual brain
tissues were independently homogenized and analyzed using quantita-
tive proteomic approach, i.e., a label free quantification using liquid
nano-chromatography - mass spectrometry (nLC-MS). Dedicated bio-
informatic tools (see below) were then used to analyze MS data and
to establish the differentially expressed proteins (Fig. 1).

2.2. Reagents and diets

Grape seed and skin extract (GSSE) was obtained from Vitis vinifera
subsp vinifera cv. Carignan from northern Tunisia. Waste winemaking
was collected from Tardi cooperative winery (Ain Ghelal). Seeds
were manually separated from skins, air dried and grounded sepa-
rately with a coffee grinder (FP 3121, Moulinex) until a fine powder
was obtained. Both powders were then mixed at a ratio of 50:50 on a

A
Assessment of
| t of
h;::’}:‘ ?ﬁ ; the beneficial
effect of GSE

s = | "= )

Brain protein
extraction
!

Proteolysis I
Label free
analysis
Fig. 1. Schematic representation of experimental design and objectives of the study (A).
Brains were isolated from each condition (SD, HFD, and HG) and submitted to a protein
extraction step. Brain protein extracts were digested using trypsin and the resulting
peptides were analyzed using LC/MSMS with CID fragmentation on a LTQ-Orbitrap

instrument. Thereafter, mass spectrometry data were processed by using dedicated
bioinformatic tools for protein identification and quantitation (B).

dry weight basis in 10% ethanol (v/v) in the dark. After vigorous stir-
ring and centrifugation at 10,730 x g for 15 min at 4 °C, supernatant
containing soluble polyphenols was daily administered to animals
(for SG and HG).

Standard rodent chow in pellet form purchased from ALMAS
(Bizerte, Tunisia) contained 3% fat, 40% carbohydrate and 14.5% pro-
tein. High Fat Diet (HFD) was prepared by soaking commercial food
pellets into warmed and liquefied fat from animal origin (sheep)
during 15 min and allowed to dry at room temperature. HFD
contained 28% fat (fatty acid composition of HFD is given in Table 1),
32% carbohydrate and 11.6% protein.

2.3. Animals and experimental design

Wistar male rats (180-200 g, 2 months-old) from Pasteur Institute
(Tunis) were used in agreement with the NIH guidelines [National Re-
search Council, 1985. Guide for the care and use of laboratory animals
vol. 20. National Institute of Health, Bethesda pp 85-123]. They were
maintained in animal facility at a controlled temperature (2242 °C)
with a 12 h light/dark cycle for 8 weeks and divided into 4 groups of an-
imals each fed with either SD or HFD. Rats additionally received by daily
i.p. injection either 10% ethanol as vehicle (control SD and HFD) or sup-
plemented with high dosage GSSE of 500 mg/kg BW (SG and HG) at an
injection volume of 1 ml/kg BW. At the end of the treatment, rats were
killed by decapitation, their blood collected and plasma processed for
lipid profiling and oxidative stress assessment. Brain tissues were also
collected and stored at — 80 °C until use.

2.4. Sample preparation

Whole brains were carefully dissected and lipids extracted according
to Folch and collaborators [13] in view of lipid comparative analysis
between the different conditions of diet. In parallel to lipid isolation,
the protein fractions were also collected. Typically, brain tissues
were frozen in liquid nitrogen and further homogenized in lysis
buffer (Tris-HCl 50 mM, urea 7 M, thiourea 2 M, CHAPS (3-[(3-
cholamidopropyl)diméthylammonio]-1-propanesulfonate) 2%, C7Bz0
0.5%, DTT 20 mM) and 100 pL of a protease inhibitor cocktail (Roche Di-
agnostics) were added. Then, the homogenates were sonicated for 90 s
(15% amplitude for 3 cycles of 30 s each) and all the protein extraction
steps were performed on ice.

After elimination of debris by centrifugation (10,730 x g for 20 min
at 4 °C), supernatants were collected and submitted to a 2-D clean-up
Kit (GE Healthcare) precipitation step to eliminate interfering com-
pounds and protein concentration determined using the Bradford
method [14].

2.5. Enzymatic digestion of whole protein extracts

30 pg of proteins from rat brain samples were loaded on a 7% stack-
ing polyacrylamide gel and after a short migration and staining, the pro-
teins were cut out from the SDS PAGE gel just after they penetrated into
the gel. The revealed gel bands were excised, immersed in a reductive
medium containing 5 mM DTT and cysteines were then irreversibly

Table 1

Fatty acid composition of HFD.
Fatty acid Saturation %
Myristic acid (C14:0) SFA 47
Palmitic acid (C16:0) 24.7
Stearic acid (C18:0) 0.17
Palmitoleic acid (C16:1w-7) MUFA 27
Oleic acid (C18:1w-7) 0.20
Linoleic acid (C18:2w-6) PUFA 1.0

SFA: saturated fatty acid, MUFA: mono-unsaturated fatty acid, PUFA: poly-unsaturated
fatty acid.
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alkylated in 25 mM iodoacetamide. After extensive washing with water,
protein-containing bands were submitted to trypsin digestion (0.5 pg
per band, Promega). Several steps of peptide extraction were performed
in H,0/CH5CN (1:1) solutions acidified with 0.1% TFA and finally for
each sample, peptide extracts were combined and evaporated.

2.6. Liquid nano-chromatography and mass spectrometry

All experiments were realized with a hybrid linear ion trap-orbitrap
mass spectrometer (LTQ-Orbitrap Elite,Thermo Scientific) equipped
with a nano-ESI source and coupled to a liquid nano-chromatography
system (Easy nLC Il system, Thermo Scientific). For each sample, 1 pg
was injected onto an enrichment column (C18 PepMap100, Thermo Sci-
entific). The separation was achieved with an analytical column needle
(NTCC-360/100-5-153, NikkyoTechnos, Japan). The mobile phase
consisted of H,0/0.1% formic acid (FA) (buffer A) and CH;CN/0.1% FA
(buffer B). Tryptic peptides were eluted at a flow rate of 300 nl/min
using a three-step linear gradient: from 2 to 40% B over 95 min, from
40 to 80% B in 4 min and 11 min at 80% B.

The mass spectrometer was operated in positive ionization mode
with a capillary voltage and a source temperature set at 1.5 kV and
275 °C, respectively. The samples were analyzed using a CID (colli-
sion induced dissociation) fragmentation method with a collision
energy of 35 eV. The first scan (MS spectra) was recorded in the
orbitrap analyzer (R = 60,000) within a mass range m/z 400-2000.
Then, the 20 most intense peptide ions were selected for MS? exper-
iments. In addition, singly charged species were excluded for MS?
analysis and dynamic exclusion of already fragmented precursor
ions was applied for 30 s.

2.7. Database searches and protein identification

Raw data files were processed using Proteome Discoverer software
(Version 1.3, Thermo Scientific). Peak lists were searched using the
Mascot search engine (Version 2.2, Matrix Science) against the database
Swiss Prot (V55.6; 390696 sequences) restricted to the taxonomy of
Rattus norvegicus. Database searches were performed with the following
parameters: precursor ion tolerance set at 10 ppm and fragment mass
tolerance at 0.5 Da; 2 missed trypsin cleavage sites allowed and variable
modifications: carbamido-methylation of cysteines and oxidation of
methionines.

2.8. Relative quantification using Progenesis LC-MS

Raw data were imported in Progenesis LC-MS software
(V4.0.4441.29989, Nonlinear Dynamics). After MS data conversion, a
LC-MS run was set as a reference and the retention time of all other
samples within experiments were aligned (15 manual landmarks
followed by automatic alignment). Features with only one charge or
more than 8 charges were excluded from further analyses. After align-
ment and feature exclusion, raw abundances of all features were nor-
malized. Normalization resulted in a unique factor for each sample
that corrected all features in the sample. Statistical analysis was per-
formed using normalized abundances for one way analysis of variance
(ANOVA) calculations of all remaining features. To be included in differ-
ential analysis, features should present p- and g-values <0.05. When
present, MS/MS spectra from selected features were exported and
used for peptide identification with identical search parameters as
described above (see protein identification). At this point, all con-
flicting features were discarded for quantitation. All peptides allocat-
ed were included when presenting an identification score >20
(identity threshold in Mascot searches). The total cumulative abun-
dances of each protein were obtained by summing the abundances
of all retained peptides, with at least 2 peptides per protein to ensure
adequate quantitation. A final filtering stage was applied at the pro-
tein level (p-value < 0.05).

2.9. Bioinformatics

Different bioinformatics tools were used for functional gene classifi-
cation and pathways analysis of over- and under-represented proteins
in the different comparisons (DAVID, KEGG and Ingenuity). These
tools mainly provide batch gene annotation and gene ontology (GO)
term enrichment analysis to highlight the most relevant GO terms asso-
ciated with a given gene list. In addition, we mapped the protein pre-
senting differential abundance into publicly available protein-protein
interaction network using String [15].

2.10. Measurement of H,0, level

Brain H,0, level was determined enzymatically using a commer-
cially available kit from Biomaghreb Tunisia according to the method
outlined by Kakinuma and coworkers [ 16]. Briefly, in the presence of
peroxidase, H,0, reacts with 4-amino-antipyrine and phenol to give
a red colored quinoneimine that absorbs at 505 nm. Results were
expressed as mmol H,0,/mg protein.

2.11. Immunoblot analysis

Rat brain tissues were snap frozen in liquid nitrogen, grounded in
a mortar, and homogenized in ice-cold lysis buffer supplemented
with a protease inhibitor cocktail. Homogenates were then centri-
fuged at 27,500 x g for 30 min at 4 °C and the protein concentration
of supernatant was quantified using the Bradford assay. Lysates
were further solubilized in NuPAGE lithium dodecyl sulfate sample
buffer (Invitrogen). Protein extracts (10 to 20 pg) were loaded and
resolved on 12% SDS-PAGE. After electrophoretic separation at
200 V for 1 h, proteins were transferred to a PVDF membrane
(Trans-Blot; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) at 30 V for 90 min.
Membranes were then incubated in a blocking buffer (Odyssey; Li-
Cor Biosciences, Lincoln, NE) with PBS containing 0.1% Tween and
then with one of the following antibodies: mouse anti-Enol
(Stressgen; Enzo Life Sciences Inc., Farmingdale, NY), rabbit anti-
PPARY (LifeSpanBioSciences Inc., Seattle, WA), goat anti-VDAC
(Santa Cruz Biotechnology), rabbit anti-GAPDH (Sigma-Aldrich).
After washing with an appropriate Alexa Fluor 680-labeled second-
ary antibody (Invitrogen), membranes were scanned using a Li-Cor
scanner (Odyssey) to allow quantitation. The value assigned to the
standard diet condition (SD) was used as a relative reference for
the other samples.

2.12. Measurement of brain calcium and calpain activity

lonizable Ca® " was measured according to the method outlined by
Stern and Lewis [17] using a commercial kit (Biomaghreb, Tunisia). At
basic pH, Ca?* forms with cresolphtalein a purple complex, allowing
absorbance measurement at 570 nm. Briefly, 50 L of brain homogenate
were incubated with 650 L of a reaction mixture containing 2-amino-
2-methyl-1-propanol buffer, cresolphtalein and hydroxy-8 quinoleine
at room temperature for 5 min.

Calpain activity (E.C.3.4.22.52) was measured according to the
method outlined by Sasaki and coworkers [18] using the fluorogenic
substrate N-Succinyl-Leu-Tyr-7-amido-4-methylcoumarin (N-succi-
nyl-Leu-Tyr AMC, Sigma). Brain homogenates (100 pg protein) were
pre-incubated at 37 °C in a buffer containing 63 mM imidazole-HCl
(pH 7.3), 10 mM [>-mercaptoethanol and 5 mM CaCl, for 10 min. The
fluorogenic substrate (200 uM) was added and the change in fluores-
cence (380 nm excitation/460 nm emission) was monitored for
40 min using a Bio-Tek FLx-800 microplate reader. The non-calcium-de-
pendent fluorescence was measured under the same conditions with-
out calcium, but in the presence of 1 mM EDTA and 10 mM EGTA.
Calcium dependent cleavage activity towards N-succinyl-Leu-Tyr-AMC
was reported as change in fluorescence per min per mg protein.

Salima Smine

192



Article scientifique

S. Smine et al. / Biochimica et Biophysica Acta 1865 (2017) 578-588 581

2.13. Statistical analysis

All experiments were carried out in triplicate and data are
expressed as mean =+ SD, unless otherwise specified. One Way Anal-
ysis of Variance (One Way ANOVA) was systematically performed to
infer statistical significance to the different sets of results. (p-values;
*p < 0.05 and "*p < 0.01) and performed using Statistica V5.1
(Statsoft). Graphics were additionally generated using Sigma plot
V10 (Systat Software Inc).

For protein identification, FDR were measured using a decoy data-
base approach after applying an identity threshold filtering step using
Mascot. For protein quantification, p- and g-value filtering was applied
at the feature/peptide level and an additional p-value filtering was ap-
plied at the protein level.

3. Results
3.1. Working hypothesis and experimental design

Preliminary results from previous studies indicated the effect of HFD
on body weight gain, intra-abdominal fat deposition [11] and brain

SD3
(1020)

lipotoxicity [12]. Interestingly high dosage GSSE, which was extraordi-
narily safe, counteracted most of the deleterious effects of HFD
treatment [12].

Our original experimental design involved a comparative quantita-
tive proteomic analysis [19] of brain samples from rats that were ex-
posed to SD or HFD, with or without GSSE supplementation (Fig. 1),
followed by detailed ontology and pathway analyses of proteins show-
ing significant differential abundance.

For proteomic analysis, depending on the nature of the biological
question raised, either biomarker detection or deciphering the un-
derstanding of a biological mechanism, statistical treatment during
quantitation can be relaxed. For biomarker discovery, that need to
highlight a few proteins with a high fold change of high robustness,
obviously p-value but also g-value and power need to be used for fil-
tering. For the comprehensive integration of a biological response,
the situation and the treatment may be different. Here, we applied
p-value and g-value filtering stages at the peptide level and an addi-
tional p-value filtering stage at the protein level, certainly associated
to a slightly higher rate of false positive. However, this strategy was
restricted to the interpretation of biological pathways when numer-
ous proteins of a given pathway were found.

HFD1

(924)
//,// 37
70

120
59 /
\\\\\ 85
HFD3
(1022)

Fig. 2. Venn diagram summarizing identifications between biological replicates of SD and HFD and example of peptide quantification. (A) Venn diagrams showing the proteins identified
from each replicate and the overlap between biological replicates. (B) Typical 2D LC/MS peptide map displaying the overall chromatographic quality for a given sample (right part).
Comparison of the isotopic profile for a triply charged peptide ion corresponding to m/z 416.519 between SD and HFD brain samples (left part). The corresponding fragmentation
spectrum allowed identification of the peptide “YFENWSASMI" (Mascot peptide ion score of 120) from cytochrome ¢ oxidase.
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3.2. Incidence of HFD on brain protein pattern

As a first step, we analyzed the rat brain proteins altered by HFD
compared to SD. To assess the reproducibility of our approach,
three biological replicates of each condition were compared. The
Venn diagram illustrates the number of identified proteins in each
biological replicate of SD and the overlap between the replicates
(Fig. 2A). A total of 980, 960 and 1020 proteins were obtained from
the 3 different datasets, and combining all three datasets, 1190 pro-
teins were identified, among which 797 (66.97%) were common be-
tween all three SD datasets. The number of overlapping proteins
between datasets 1 and 2, datasets 2 and 3, and datasets 1 and 3
were 884, 835 and 848 respectively. The percentage of identification
in only one replicate totaled 18.23 %.

The same diagram was made for the three replicates of brains from
HFD treated rats and 924, 968 and 1022 proteins in the three datasets
were obtained respectively (Fig. 2A). A number of 758 proteins
(64.12%) were common to the three HFD datasets from a total of 1182
identified proteins in the HFD condition. The percentage of protein
identification from only one replicate totaled 17.58%.

3.2.1. Identification of proteins segregating SD and HFD rat brain samples
The term “differential proteomics” refers to changes in protein abun-

dance that occurred between two distinct states. Identification of pro-

teins presenting differential abundances is a multi-stage process,

Table 2

involving computer-aided normalization, followed by measurement
and comparison of the relative intensities of each protein. Applying
these parameters, peptide ion intensities from LC-MS maps were com-
pared in the various conditions. A typical event for this scenario is pre-
sented with the example of a peptide belonging to the cytochrome-c-
oxidase sequence (Fig. 2B).

When comparing SD and HFD maps according to this strategy, 328
peptides were considered, allowing the identification of 37 proteins
that were associated to significant changes, with 15 proteins up-regu-
lated and 22 proteins down-regulated upon exposure to HFD (results
summarized in Table 2). Among these regulated proteins, Eno1l and
Eno2 (isoforms a and vy of enolase) were accumulated in the HFD
group. Another protein in the same profile is Map2 (microtubule-asso-
ciated protein 2) whose quantitation relies on a large number of pep-
tides and a p-value <0.001 (see case examples in Supplementary Fig.
1). In contrast, YwhaQ (also known as 14-3-3 protein theta, involved
in the regulation of a large spectrum of signaling pathways) and
Dnajc5 (a chaperone involved in neuronal function) were down-regu-
lated proteins in HFD rat brains, and associated to the most statistically
significant p-values (0.0006 and 0.0001, respectively).

3.2.2. Functional pathways impacted by HFD

Thereafter, an unsupervised classification was constructed by using
the relative abundance values (SD and HFD) extracted for each of the
37 regulated proteins (Fig. 3A). The significantly differentiated proteins

Identification of the 37 rat brain proteins showing differential abundance between standard diet (SD) and high fat diet (HFD).

Uniprot ID  Annotation Description

# peptides®  Score” Protein ANOVA  SD/HFD

(p-Value) ratio

Proteins accumulated in rat brain from animals exposed to HFD

PO6686 Atpla2 ATPase, Na* /K* transporting, alpha 2 polypeptide 2 79 2.34E-02 0.52
P11506 Atp2b2 ATPase, Ca®* transporting, plasma membrane 2 3 170 3.55E-04 0.49
Q05175 Basp1 Brain abundant, membrane attached signal protein 1 2 89 1.24E-02 0.47
Q62717 Cadps Ca’? *-dependent activator protein for secretion 2 104 1.98E-02 0.62
088778 Bsn Bassoon protein 2 103 1.25E-02 0.55
P48721 Hspa9 PREDICTED: similar to Stress-70 protein, mitochondrial precursor 2 80 2.80E-02 0.64
P64715 Map2 Microtubule-associated protein 2 7 331 3.41E-04 0.70
P31662 Slc6a17 Solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter), member 17 2 105 4.19E-02 0.62
070351 Hsd17b10  Hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 10 3 178 2.09E-02 0.73
QIJK11 Rtn4 Reticulon 4 2 97 2.44E-03 0.73
P04764 Enol Enolase 1, alpha 3 208 4.84E-04 0.72
Q9Z21.0 Vdac1 Voltage-dependent anion channel 1 2 142 6.46E-03 0.75
P13084 Npm1 Nucleophosmin 1 2 84 6.17E-03 0.80
P10719 Atp5b ATP synthase, H* transporting, mitochondrial F1 complex, beta subunit 2 111 3.44E-03 0.81
P07323 Eno2 Enolase 2, gamma 3 262 1.37E-02 0.86
Proteins accumulated in rat brain from animals exposed to SD

P60881 Snap25 Synaptosomal-associated protein 25 3 98 2.33E-02 1.18
P04797 Gapdh Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 2 73 4.34E-02 1.22
P53534 Pygb PREDICTED: similar to Glycogen phosphorylase, brain form 2 83 1.77E-02 1.20
P00406 Mtco2 Cytochrome c oxidase subunit Il 3 121 1.38E-02 1.33
QG6HA8 Hsph1 Heat shock 105 kDa/110 kDa protein 1 2 93 2.65E-02 1.27
070351 Opal RN protein 2 64 5.16E-03 1.32
Q64428 Hadha Mitochondrial trifunctional protein, alpha subunit 2 72 3.79E-02 147
Q5XIH3 Ndufv1 NADH dehydrogenase (ubiquinone) flavoprotein 1,51 kDa 2 103 6.24E-03 1.34
Q5EEy3 Gnai2 Guanine nucleotide binding protein, alpha inhibiting 2 2 86 9.31E-03 1.34
Q63092 Camkv Vesicle-associated calmodulin-binding protein 2 76 2.80E-02 139
P68255 Ywhaq Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein, theta polypeptide 2 124 6.37E-04 143
P35571 Gpd2 Glycerol-3-phosphate dehydrogenase 2 2 80 5.79E-03 147
Q5XI34 Ppp2ria Alpha isoform of regulatory subunit A, protein phosphatase 2 3 104 8.94E-03 1.51
P02680 Fgg Fibrinogen, gamma polypeptide 2 71 9.98E-03 1:55
Q9Z1P2 Actnl Actinin, alpha 1 3 118 6.56E-03 1.70
P06399 Fga Fibrinogen, alpha polypeptide 2 126 7.99E-03 1.76
P02688 Mbp Myelin basic protein isoform 1 4 184 2.48E-02 1.46
P60905 Dnajc5 Cysteine string protein 3 152 1.08E-04 1.71
MORBL8 Tceal6 PREDICTED: similar to transcription elongation factor A (SII)-like 3 2 59 3.96E-02 191
Q63633 Slc12a5 Solute carrier family 12 member 5 2 118 9.22E-03 191
BIWC34  Prkcsh PREDICTED: similar to Glucosidase Il beta subunit precursor 2 88 2.87E-02 230
QG6RKB3 Ncam2 Neural cell adhesion molecule 2 2 84 5.58E-03 2.16

¢ Number of peptides that allowed protein quantitation.
b Score from protein identification using Mascot.
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HFD1
HFD2
HFD3
HG1
HG2
HG3

Fig. 3. Extent of protein abundance changes in the different comparisons. (A) Heat map
showing differentially regulated proteins in rat brain samples between SD and HFD
conditions. Lines represent the 37 proteins that display statistically significant changes
in abundance. (B) Heat map showing differentially regulated proteins in rat brain
samples between HFD and HG conditions (see Supplementary Table 1 for detail of
proteins identification and fold change). The dynamic range of protein levels appears as
different intensities of red (from absence in white to major intensities in dark red, 10
gradations).

between SD and HFD were classified according to their implication in a
given biological process. With respect to this classification, oxidative
phosphorylation (OXPHOS), calcium homeostasis and hypoxia induc-
ible factor (HIF) signaling were the mainly affected pathways including
up-regulated proteins in HFD rat brains (exemplified with the case of
calcium signaling in Fig. 5A, see Supplementary Figs. 2A and 3A for
OXPHOS and HIF signaling).

First, several proteins recruited in mitochondrial energy metabolism
(Atpla2, Atp2b2, Ndufvl, Mtco2) exhibited differential abundance
(p < 0.05) between HFD and SD brain tissues (Table 2). These data
highlighted both up- and down-regulation of key regulators of electron
transfer in the electron transport chain (ETC) and mitochondrial ATP
production, globally evocating mitochondrial dysfunction.

Interestingly, we also found differentiated expression for several
proteins involved in calcium signaling. Many proteins such as VDACI,
Atp2b2, Sl6a17, Atp1a2, Cadps involved in Ca®* signaling or in calmod-
ulin binding such as Atp2b2, Basp1, Map2 were differentially expressed,
and all of them were consistently up-regulated in HFD brain tissues
(Table 2). Noteworthy, Gnai2, Ppp2rla protein abundances were
down-regulated in HFD treated rats.
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Fig. 4. Protective effect of GSSE on HFD-induced H,0; production (A), calcium level
(B) and calpain activity (C). Rats were fed with SD or HFD during 8 weeks and daily
treated with GSSE (500 mg/kg BW). Results are expressed as mean + SEM (n = 5).
Significance between groups was evaluated using Student's t-test. For multiple
comparisons, one-way analysis of variance (ANOVA) was used and p < 0.05 was
considered significant (“indicates significance for HFD vs SD and § for HFD vs HG).

Analyzing other functional brain affected pathways, many proteins
associated to the cytoskeleton were down-regulated in HFD rat brains
namely Fgg, Fga, Actn1 and mbp whereas proteins involved in glycoly-
sis/gluconeogenesis were either up-regulated (Enol and Eno2) or
down-regulated (Gapdh, Gpd2) in HFD brains. Furthermore, actors of
HIF signaling were also regulated when comparing HFD/SD brain tis-
sues. Treating rats with HFD inhibits the cytochrome c oxidase (Mt-
co2) potentially leading to an oxidative stress within brain tissues.

3.2.3. Higher level of H>0, in HFD fed rats

Given the involvement of proteins linked to mitochondrial dysfunc-
tion and brain oxidative stress, the H,0, (hydrogen peroxide) level was
measured in brain samples (Fig. 4A). HFD treated rats present a 2-fold
significant increase (p = 0.0178) compared to SD rat brains. This
means that treating rats with HFD, establishing excessive fat tissue,
had a major impact in producing ROS and enhanced H,0, generation
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Fig. 5. Abundance modifications of proteins involved in calcium signaling according to the various treatment. (A) Comparison of SD and HFD conditions: proteins presenting higher
abundance in HFD are in red and proteins presenting lower level in yellow. (B) Corrections brought by GSSE exposure on HFD treated animals: proteins whose level is corrected by
GSSE are in green; proteins in pink are uncorrected by GSSE; proteins in light blue correspond to new proteins appearing in GSSE condition.

Salima Smine 196



Article scientifique

S. Smine et al. / Biochimica et Biophysica Acta 1865 (2017) 578-588 585

in brain samples. Most interestingly, GSSE corrected the increase in
H,0, and reverted it to control level.

3.3. Functional analysis and pathways altered in HFD supplemented with
GSSE

The exposure to GSSE massively modified the protein pattern of
brain tissues. Indeed, the level of 307 proteins were significantly
(p<0.05) changed in the brain of HG animals compared to HFD animals
(Fig. 3B). Out of these 307 proteins, a further filtering step was applied
to retain proteins exhibiting mean fold change >2 for pathway analysis.
The remaining 278 proteins (Supplementary Table 1) were thereafter
submitted to dedicated bioinformatic tools to highlight the mainly mod-
ified metabolic pathways.

The most significantly down-regulated pathways in HG treated
rats covered oxidative phosphorylation, calcium signaling, HIF sig-
naling and glycolysis/gluconeogenesis pathways, processes up-regu-
lated after HFD treatment. Other decreased processes included FOXO
signaling pathway, chemokine immunity signaling and platelet acti-
vation signal which were not previously shown to be affected after
feeding animals with HFD.

Our data show that half of the oxidative phosphorylation proteins al-
tered by HFD treatment was corrected by GSSE. In fact, expression of
succinate dehydrogenase (complex II), cytochrome b/c1 complex and
cytochrome c oxidase (complex Il and IV) were up-regulated upon
GSSE treatment. However, treating rats with GSSE modified other pro-
teins that were not affected by HFD such as NADH dehydrogenase (ubi-
quinone) Fe—S protein 2 which is a core subunit of the mitochondrial
membrane respiratory chain NADH dehydrogenase (complex I) that
catalyzes the NADH oxidation with concomitant ubiquinone reduction
and proton ejection out of the mitochondrial matrix (see Supplementa-
ry Fig. 2B).

From the present analysis, treating rats with GSSE corrected most of
the altered protein abundances involved in calcium signaling. These
proteins are implicated in calcium homeostasis mechanisms including
Ca®™" influx through voltage-operated and receptor-operated channels
(ROCs), Ca? * buffering by the plasma membrane and cytosolic proteins,
Ca®™" storage in intracellular organelles and Ca®" efflux. As stated
above, many other proteins not affected by HFD treatment, were in-
duced upon GSSE exposure, such as L-type calcium channels (CaV1
and 2) which play a crucial role in membrane depolarization or the ino-
sitol triphosphate receptor (IP3R) located in the endoplasmic/sarcoplas-
mic reticulum (ER/SR) involved in the regulation of Ca>* release. The
calcium/calmodulin-dependent protein kinase (CAM kinase) is another
example of the significantly differentiated proteins belonging to the cal-
cium signaling pathway that did not appear when comparing HFD/SD
rat brains but induced by GSSE treatment (Fig. 5B).

When analyzing the glycolysis/neoglucogenesis pathway, alter-
ation in several key enzymes (up or down regulated) was noticed
in the brain of HFD treated animals, including Eno1, Eno2, Gapdh,
Gpdh2 and Hspa9. Here again HFD-induced modifications in the gly-
colysis/neoglucogenesis pathway were also corrected upon GSSE
treatment.

3.4. Validation of proteomic data

To further confirm the differential proteomic approach showing the
HFD effect and GSSE protection, we specifically explored some key mo-
lecular targets by an independent quantitation after immuno-detection
using the same samples. The choice of the antibodies has been carried
out on 4 proteins among which 3 proteins (Eno1, VDAC1 and Gapdh)
were listed in the comparative label free analysis and the fourth protein
is the peroxisome proliferator-activated receptor-gamma (PPARY).
Western blot analysis evidenced a significant up-regulation of Eno1,
VDAC1, Gapdh and PPAR in HFD treated rats compared with SD (Sup-
plementary Fig. 4), as well as a strong GSSE correction for the three

proteins. In fact, GSSE corrected almost all disturbances of the brain pro-
teins to even a lower level than control, which underlined its protective
effect on brain lipotoxicity and further corroborated the proteomic
analysis.

3.5. Calcium and calpain activity determination

We further sought to determine if the implication of calcium signal-
ing pathways in brain lipotoxicity could be confirmed by corresponding
Ca’* measurement. HFD treatment clearly elevated calcium by 150 %
(p = 0.0021) whereas GSSE efficiently backed it to near control level
(Fig. 4B). We also evaluated the impact of HFD and GSSE treatment on
relevant brain enzyme activities. HFD highly increased the activity of
the Ca?" dependent protease calpain (Fig. 4C) and GSSE efficiently
counteracted it as it restored the protease activity closed to control level.

4. Discussion

Brain dysfunction is nowadays considered as one of the major un-
derlying defects linked to obesity but also for many other metabolic dis-
orders. Focusing on the changes in proteins and pathways can serve asa
reference to better understand and ultimately provide therapeutic op-
tions for the disease.

With this purpose in mind, a quantitative proteomic approach has
been undertaken to identify the protein expression changes in rat
brain using an HFD induced obesity model. Our data illustrate that, in
the brain, HFD triggers a coordinated alteration in various metabolic
pathways including calcium signaling, oxidative phosphorylation, gly-
colysis/neoglucogenesis and the HIF signaling pathway.

It is worth mentioning that we deliberately used whole brain prote-
ome for at least two main reasons. The first one is linked to the fact that
several recent works outlined that obesity-induced neuro-inflamma-
tion extend beyond the hypothalamus to affect areas directly related
to cognition as frontal and parietal cortex, corpus callosum and hippo-
campus [20,21]. Secondly, several aspects of the model have been de-
scribed before and the proteomic approach used in the present study
may add substantial piece to the puzzle if conducted in the same exper-
imental condition.

Nevertheless our approach consisting in the use of whole brain pro-
teome may suffer from some limitations. Indeed, neuroproteomics ap-
proaches aimed at the profiling of total brain tissue mainly reflect the
expression of the most abundant proteins and fail to uncover less abun-
dant proteins. Focusing on sub-proteomes or targeted proteomes after
tissue compartmentation would certainly provide more specific insights
into brain function and allow to reveal minute differences in protein
constitution of related brain areas [22].

During normal cellular respiration, O, is reduced to H,0 in mito-
chondria by oxidative phosphorylation (OXPHOS), which produces
energy in the form of ATP for cell function. During these reactions,
electrons travel through the mitochondrial electron transfer chain
(ETC). The complexes I to IV work to establish a proton gradient across
the inner membrane of the mitochondria that creates the electrochem-
ical energy gradient to drive complex V to synthesize ATP. This pathway
is significantly down-represented in HFD brains.

We found that the 4 complexes (I, II, Il and IV) were coordinately
inhibited according to the down regulation of their enzymatic activities,
whereas ATPases of the fifth complex of the respiratory chain were up-
regulated, fully confirming a previous work [23]. The most striking find-
ing was a fall in the amount of several OXPHOS subunits in HFD-fed
mice. In fact, the activity and assembly of most OXPHOS complexes
was decreased to about 50-60% particularly the mitochondrial-DNA-
encoded subunits. This result is reminiscent of our previous work
where accumulation of cholesterol and phospholipids but not triglycer-
ides, was shown to be at the basis of obesity related brain lipotoxicity
[12] and which is further supported by a recent work on cholesterol-
fed rabbit as a model for Alzheimer disease in which mitochondrial
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oxidative phosphorylation proteins were shown to be down regulated
[24].

In addition, regulation of Ca> " homeostasis in the brain plays a key
role in cellular function and cell to cell communication [25]. We showed
in the present study that the calcium signaling pathway was significant-
ly enhanced in HFD rat brains and this result was further supported by
higher calcium level into HFD brains when compared to SD. This latter
result fits rather well with a previous work on arachidonic acid-induced
injury to spinal cord neuron suggesting the toxic effect of HFD by means
of intracellular calcium elevation [26].

Among these proteins, VDAC and plasma membrane Ca’*
transporting ATPase were present. Recent studies on liver mitochon-
dria from HFD diabetic mice [27] have shown an increased abun-
dance of the contact site-specific protein VDAC that can affect the
condensed appearance of the liver mitochondria by increased crista
junctions. VDAC1 protein performs several key functions in the
brain, including maintaining synaptic plasticity, mitochondrial per-
meability transition pore, regulating the shape and structure of mito-
chondria, and also linking glycolytic enzymes interaction with
mitochondria and apoptosis signaling [28]. Our present data re-
vealed that VDAC1 is overexpressed under HFD treatment as it was
the case in the hippocampus from AD transgenic mice models [29].

The brain is believed to be the most vulnerable organ to oxidative
stress, as it contains high level of poly-unsaturated fatty acids (PUFA)
susceptible to lipid peroxidation, consumes large amounts of oxygen
for energy production by the OXPHOS pathway, and has low antioxidant
defenses compared to other organs [30]. Our proteomic analysis also
highlighted the involvement of many proteins from sugar metabolism,
namely Enol, Eno2 and Hspa9 which are consistently accumulated
upon HFD whereas two other proteins namely Gapdh and Gpd2 are
underexpressed.

The most relevant finding drawn from our study is the protection
afforded by GSSE against the deleterious effect of HFD. As GSSE was
administered during 8 weeks, its protection really reflects a preven-
tive effect against HFD-induced oxidative stress. To our knowledge
our report is the first molecular study to show that GSSE is protective
against brain lipotoxicity as it down regulated some key proteins im-
plicated in calcium signaling and oxidative phosphorylation that
were altered by HFD. Noticeably, GSSE was recently shown to be pro-
tective against chemotherapy [31], garlic [32] and ischemia-induced
brain injury [33] owing to its antioxidant [12] and anti-apoptotic
properties [34].

Interestingly, calcium channel blockade by nifedipine was shown to
reduce network activity in human epilepsia [35] which suggested a po-
tential therapeutic option of L-type calcium channel blockers in epilep-
tic patients. Calcium fluxes are mediated by several types of calcium
channels which are found in excitable tissues as heart, pancreas and
brain [36]. GSSE counteracted the effect of HFD on calcium current
abundance or activity and its mode of action should be further investi-
gated using calcium channel blockers as nifedipine or verapamil. From
our proteomic analysis we can conclude that even though GSSE
counteracted the calcium signaling pathway induced by HFD, only
VDAC and plasma membrane Ca®>* transporting ATPase (PMCA) seem
to be important actors of these regulations. In addition, our data fully
agree with a recent work in the field, demonstrating that HFD treatment
provoked a burst in Ca?* and that GSSE backed it to SD level [12]. Be-
sides, a recent work demonstrated that a proanthocyanidin extract
inhibited glutamate-induced cell death through down regulation of cal-
cium and NO signaling in rat hippocampal neurons [37]. It is tempting to
speculate on the use of GSSE either alone or as an adjuvant to calcium
current blockers as verapamil or nifedipine in the prevention of brain
disorders characterized by calcium dyshomeostasis.

The burst in Ca®* also triggers various apoptotic pathways such as
those involving the activation of calpain, a family of calcium-dependent
cysteine proteases that cleave relevant target proteins conferring to
calpain a tremendous role in neurodegenerative disorders [38]. This

result was supported by the demonstration of HFD-induced increase
in calpain activity and by the prophylaxic effect of GSSE.

In addition, concordant findings were described in the literature re-
garding to HIF signaling and FTO expression [39-41]. It is generally ad-
mitted that HIF pathway is overexpressed in many type of cancers
through increased expression of HIF1b and HIF2b which regulates mito-
chondrial activity by increasing the transcription of the electron trans-
port chain subunit IV-2 [42]. Several studies have reported the strong
influence of HIF signaling pathway on lipid and glycogen metabolism.
HIF can enhance glycogen synthesis under hypoxia in various cells by
inducing the first enzyme in neoglucogenesis and can also induce the
phosphatidate phosphatase isoform lipin 1, which is an enzyme in-
volved in triglyceride biosynthesis [43]. As both glucose and lipid me-
tabolism were altered by HFD and corrected upon GSSE treatment, the
polyphenol extract could be a potential preventive agent against the
deleterious and insidious effect of HFD over decades on brain homeosta-
sis. Based on this, we propose that the increased expression of proteins
belonging to HIF signaling pathway in HFD brains can be one of the de-
fensive mechanisms to protect from ROS mediated oxidative stress.
GSSE afforded a protective effect by restoring the expression of several
proteins that were either up regulated (Eno1, Eno2, VDAC, calcium sig-
naling like Atp2b2 or Cadps, exemplified in Supplementary Fig. 4) or
down regulated (SNAP-25, Gapdh, Gpd2, Mtco2, PP2RA1, MBP-1).
Thus for instance, inhibition of the glycolytic enzyme Gapdh enhances
the neural vulnerability to excitotoxicity both in vivo and in vitro
through an unknown mechanism possibly related to mitochondrial fail-
ure and also enhances (> amyloid vulnerability of the hippocampus [44].
Moreover Gapdh has recently been shown to be a GABAa receptor ki-
nase that links glycolysis to neurotransmission [45]. Several reports
highlighted the involvement of Gapdh in neurodegeneration by means
of non-glycolytic activity in brain of AD patients [46,47]. In addition
Gapdh exhibits non catalytic role by means of Gapdh oligomerization-
induced cell death [48] and via its association with VDAC1, Gapdh is
also able to induce pro-apoptotic mitochondrial membrane perme-
abilization [49].

As another key protein, SNAP-25 which is part of the SNARE complex
involved in synaptic vesicle membrane docking and fusion, is down reg-
ulated upon HFD treatment as it was demonstrated to be the case in AD
brains [50] or vascular dementia [51]. Once again GSSE counteracted the
HFD-induced fall in abundance of this key synaptic protein.

MBP-1, another relevant protein involved in brain myelination is
down regulated upon HFD exposure, suggesting long term and long
lasting deleterious effect of fat on brain function, which is prevented
by high dosage GSSE. This result is to be compared to the recently pro-
moting remyelination effect of high dosage resveratrol (250 mg/kg) in
cuprizone model of multiple sclerosis [52].

Another notable result is the increased expression of VDAC1 upon
HFD exposure and its prevention by GSSE. Interestingly, VDAC1 which
is overexpressed in brain of AD patients, is involved in amyloid [>-medi-
ated toxicity leading to mitochondrial dysfunction and apoptosis, and as
such, constitutes an early sensor of lipid toxicity [53] and a potential tar-
get for therapeutics as mitochondriotropic plant polyphenols like res-
veratrol [54].

High resolution quantitative proteomics supported by western
blot analysis, revealed that GSSE efficiently prevented from various
brain pathways disturbances triggered by HFD i-e calcium signaling,
glycolysis, ion channels dysfunction, oxidative phosphorylation
leading to lipotoxicity-induced apoptosis and brain dysfunction.
The protective effect of GSSE has also been monitored through the
down-regulation of specific targets such as VDAC, ENO1, GAPDH
and also PPARY, a transcription factor that plays a key role in adipo-
genesis and lipogenesis [55], whose expression increased in adipose
tissue of HFD fed mice [56] and an agonist of which has been used to
treat obese mice [57,58].

In summary, by using quantitative proteomic analysis, biochemical
and bio-informatic tools, we identified actors of metabolic and
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biological pathways that were dysregulated in brain of experimen-
tally-induced obese rats and corrected by GSSE treatment. While
our data are consistent with previous findings of obesity-induced
brain lipotoxicity, such as enhancement of proteins belonging to
the OXPHOS and calcium pathways, they also unveiled novel path-
ways including the up-regulation of HIF signaling pathway in HFD
brains. In the same context, GSSE abrogated HFD-induced signaling
pathway elevation either by modulating several proteins or by in-
ducing some others that were not affected by HFD. Future studies
are warranted to address the specific role of these proteins in the
pathogenesis of fat-induced brain lipotoxicity and how GSSE affected
them to be used as a therapeutic extract.

Supplementary data to this article can be found online at http://dx.
doi.org/10.1016/j.bbapap.2017.03.001.
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found, in the online version.
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