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Résumé

La maladie de Parkinson (MP) est un trouble neurodégénératif caractérisé par une perte
progressive de neurones dopaminergiques (DA) de la substance noire pars compacta (SNpc).
Differents mécanismes sont associés a la neuropathogénése de la MP et en particulier le
dysfonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale, le stress oxydatif, I’apoptose et les
processus neuro-inflammatoires. L'octadécaneuropeptide (ODN) est un peptide dérivé du
diazepam-binding inhibitor (DBI) exprimé par les cellules astrogliales, qui exerce une action
neuroprotectrice dans un modele cellulaire in vitro de la MP. A ce jour, aucune étude in vivo
n’a été réalisée, afin de déterminer si les données obtenues sur les modéles cellulaires in vitro
peuvent étre transposées in vivo. Le projet de cette thése consiste ainsi a mettre en évidence
I’action protectrice de I’ODN sur la survie des neurones DA de la SNpc dans un mod¢le murin
de la MP et a rechercher les conséquences de I’invalidation du géne du précurseur de I’ODN
(DBI) sur la vulnérabilité des neurones DA. Les résultats obtenus montrent qu’une Seule
injection intra-cérébroventriculaire d’une faible quantité d’ODN (10 ng), 1 h apreés la derniére
administration systémique de 1-méthyl-4-phényl-1,2,3,6-tétrahydropyridine (MPTP) prévient
significativement la perte des neurones DA dans la substance noire et la dégénérescence de
leurs prolongements nerveux vers le striatum comme mesuré par des marquages et des mesures
d’expression de la tyrosine hydroxylase. Cet effet neuroprotecteur de I’ODN est accompagné
par une réduction du nombre d’astrocytes réactifs, une forte inhibition de l'expression de genes
pro-inflammatoires tels que les interleukines (IL) IL-1p et IL-6, et tumor necrosis factor-a. De
plus, 'ODN bloque l'inhibition du gene anti-apoptotique Bcl-2 et la stimulation des genes pro-
apoptotiques Bax et caspase-3, induite par le MPTP dans la SNpc et le striatum. L'ODN réduit
¢galement I’accumulation d'especes réactives de I'oxygeéne (ROS) et de produits d'oxydation
lipidique dans les neurones DA. Par ailleurs, les souris knock-out DBI (DBI”) sont plus
vulnérables que les animaux sauvages (DBI**) vis-a-vis de la neurotoxicité du MPTP.
L’absence de production d’ODN endogéne, chez les souris DBI” parkinsoniennes, augmente

les dommages cellulaires induits par le MPTP, la réactivité gliale, les taux de ROS, I’expression
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de cytokines pro-inflammatoires et l'activité de la caspase-3 dans la région nigro-striée.
L’ensemble de ces résultats montre que le gliopeptide ODN exerce un puissant effet
neuroprotecteur contre la dégénérescence des neurones DA de la SNpc induite par le MPTP,
chez la souris. Cette action protectrice met en jeu des mécanismes impliquant I’inhibition des
processus neuro-inflammatoires, oxydatifs et apoptotiques. D’autre part, la déficience en ODN
potentialise les effets délétéres du MPTP, suggérant que ce peptide joue un réle clé lors de la

réponse a un stress cellulaire.
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Abstract

Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative disorder characterized by a progressive
loss of loss of dopaminergic (DA) neurons within the substantia nigra pars compacta
(SNpc). Different mechanisms are associated with the neuropathogenesis of PD
including dysfunction of the mitochondrial respiratory chain, oxidative stress, apoptosis
and neuroinflammatory processes. Octadecaneuropeptide (ODN) is a diazepam-binding
inhibitor (DBI)-derived peptide, expressed by astrocytes, which protects neurons against
oxidative cell damages and apoptosis in an in vitro model of PD. Nevertheless, its
protective action in vivo has never been investigated. Therefore, the aim of the project
of this thesis was to investigate whether intracerebroventricular (i.c.v) injection of ODN
could prevent DA neuron degeneration in a 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine (MPTP)-induced mouse model of PD, and to explore the
vulnerability of ODN precursor knockout (DBl KO) mice to MPTP-induced
neurotoxicity. The results show that a single i.c.v injection of 10 ng/ul ODN, 1 h after
the last systemic administration of MPTP, prevents the reduction of the number of
tyrosine hydroxylase (TH)-positive cell bodies and fibers in the SNpc and striatum,
respectively. Immunofluorescence imaging, Western blot analysis and Q-PCR studies
revealed that ODN totally abolished MPTP-induced decrease of TH positive cells,
MRNA expression and protein levels. This neuroprotective effect of ODN is
accompanied by a reduction in the number of reactive astrocytes, an inhibition of the
expression of pro-inflammatory genes such as interleukins (IL) IL-1p and IL-6, and a
decrease of tumor necrosis factor -a. In addition, ODN blocks the inhibition of the anti-
apoptotic Bcl-2 gene and the stimulation of Bax and caspase-3 expression induced by
MPTP in the SNpc and striatum. ODN also reduces the accumulation of reactive oxygen
species (ROS) and lipid oxidation products in DA neurons. Furthermore, DBI”- mice

exhibited more vulnerability to MPTP than wild-type animals (DBI**). Thus, ODN KO
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mice are more sensitive to MPTP-induced inflammatory and oxidative brain damages,
suggesting that the endogenous OD may also be neuroprotective. These results indicate
that, based on its anti-oxidative, anti-inflammatory and anti-apoptotic effect, the
gliopeptide ODN could lead to the development of effective therapeutic agents for the

treatment of cerebral injuries involving oxidative neurodegeneration.
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La maladie de Parkinson (MP) est une pathologie neurodégénérative caractérisée par
la perte progressive des neurones dopaminergiques de la substance noire qui innervent le
striatum, induisant un ensemble de troubles neurologiques, et en premier lieu la survenue
de graves déficits moteurs (tremblements au repos, hypertonie musculaire, akinésie et
bradykinésie) (Fraix 2004). Différents mécanismes pourraient étre associés a la
neuropathogénése de la MP dont le stress oxydatif, le dysfonctionnement de la chaine
respiratoire mitochondriale, I’apoptose ou les processus neuro-inflammatoires (Bhat et al.
2015, Emerit et al. 2004, Gaki and Papavassiliou 2014, Keeney et al. 2006). La prévalence
de la MP ne cesse d’augmenter, en raison notamment de ’allongement de I’espérance de
vie, ce qui pose un probléme de santé publique majeur. Toutefois, les traitements actuels
de la MP ne sont que des traitements palliatifs, s'articulant autour d’analogues
dopaminergiques et la stimulation intracérébrale a haute fréquence (Fraix et al. 2008)
(Dauer and Przedborski 2003,Wang et al. 2017). Aussi, il est d'un grand intérét de pouvoir
développer des stratégies visant a protéger les cellules neuronales des processus

neurodégenératifs et capables de stopper ou ralentir la progression de la maladie.

Il est maintenant clairement établi que les cellules astrogliales, en contrdlant le
processus neuro-inflammatoire, et le niveau de production de facteurs neurotrophiques,
d’agents neuroprotecteurs et de molécules antioxydantes, jouent un réle important dans la
pathogenése de la MP (Hirsch et al. 2003a, McGeer and McGeer 2008, Mena et al. 2002).
L’octadécaneuropeptide (ODN) et son précurseur le diazepam-binding inhibitor (DBI)
forment la famille des endozépines, des peptides initialement considérés comme les ligands
endogenes des récepteurs des benzodiazépines (Tonon et al. 2013b). Largement distribués
dans le systeme nerveux central, les peptides de la famille de ’ODN sont exclusivement
produits par les cellules astrogliales (Tonon et al. 2013b, Yanase et al. 2002) et leur

libération est sous le contrdle de plusieurs neuropeptides dont le pituitary adenylate
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cyclase-activating polypeptide (PACAP; (Masmoudi et al. 2003)), un peptide largement
étudié pour son activité neuroprotectrice (Seaborn et al. 2011, Vaudry et al. 2009). Des
¢tudes cliniques ont révélé que les quantités d’endozépines sont augmentées dans le liquide
céphalo-rachidien de patients souffrant de troubles neurologiques dont la MP (Ferrarese et
al. 1990). Des études in vitro, menées en collaboration entre les équipes de Tunis
(UR11ES09) et de Rouen (U1239), ont montré que I’ODN présente une activité anti
apoptotique a la fois sur des neurones traités a la 6-OHDA et des astrocytes corticaux en
culture exposes a un stress oxydatif (Hamdi et al. 2012a, Hamdi et al. 2011, Kaddour et al.
2013). De plus, ’ODN exerce un effet glioprotecteur en stimulant la biosynthese de
glutathion, I’activité des enzymes anti-oxydantes (SOD et catalase) ainsi que I’expression
de leurs genes dans les astrocytes en culture, et en réduisant la surproduction de ROS
induite par le H>.O> (Hamdi et al. 2012b, Hamdi et al. 2015). Plus récemment nous avons
démontré que les astrocytes cultivés en conditions de stress oxydatif chronique et modéré
par le H2O> (50 uM) stimulent la libération d’ODN et I’expression de son géne (Ghouili et
al. 2017). En revanche, I’invalidation de 1’expression du géne du précurseur de I’ODN par
la technique d’ARN interférents (ARNsi) augmente la vulnérabilité des astrocytes vis-a-
vis du stress oxydatif modéré. Cet effet a été contrecarré en rajoutant de ’ODN (10° M)
dans le milieu de culture. De plus, le traitement des neurones avec du milieu conditionné
astroglial réduit de maniére significative la mort neuronale induite par le H20,. Or cette
action neuroprotectrice du milieu conditionné glial est fortement atténuée en présence d’un
antagoniste de I’ODN. Ces données indiquent que I’ODN endogéne pourrait participer au
mécanisme de compensation ou de protection cellulaire en réponse aux dommages
oxydatifs empéchant la mort cellulaire et la progression des processus de
neurodégenrescence.

Les travaux in vitro conjoints entre 1’équipe de Rouen (INSERM U1239) et celle de
Tunis (UR11ES09) ont démontré que le gliopeptide ODN régule la réaction neuro-

inflammatoire (via la production de la cytokine interleukine-1p; (Tokay et al. 2005)), le
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métabolisme oxydatif (Hamdi et al. 2012b, Hamdi et al. 2015) et I’apoptose (Hamdi et al.
2012a, Hamdi et al. 2011, Kaddour et al. 2013), processus qui pourraient avoir une
influence décisive sur la neurodégénérescence observeée dans la maladie de Parkinson
(Brochard et al. 2009, Hirsch and Hunot 2009). Néanmoins, a ce jour, aucune étude in vivo
n’a été réalisée, afin de déterminer si les données obtenues sur les modéles cellulaires in
vitro peuvent étre transposées in vivo. De ce fait, nous avons cherché a savoir si I’ODN

présente un effet délétere ou bénéfique dans les processus neurodégénératifs de la MP.

Le projet de recherche de cette thése a donc eu pour but :

i) d’étudier la capacité de I’ODN, injecté par voie intracérébréoventriculaire, a réduire
voire bloquer les processus neurodégénératifs, i.e. la neuro-inflammation et la réactivite
gliale, la neurotoxicité oxydative et 1’apoptose des neurones dopaminergiques de la
substance noire, dans un modeéle murin de la MP, des souris C57BI6J traitées avec du 1 -

méthyl 4 - phényl 1,2,3,6-tétrahydro pyridine (MPTP),

i) de rechercher les conséquences de I’invalidation du géne précurseur de I’ODN sur
la survie des neurones dopaminergiques de la substance noire et les parametres oxydatif et

inflammatoire dans le méme modele animal de la MP que celui cité précédement.

A terme ce travail permettrait de vérifier I’hypothése selon laquelle le gliopeptide
ODN agit en tant qu’agent neuroprotecteur vis-a-vis de la mort neuronale observée dans la
MP. Il pourrait également fournir de nouvelles pistes et cibles thérapeutiques fondées sur
I’utilisation de facteurs glio- et neuro-protecteurs, pour ralentir voir méme bloquer la mort

des neurones dopaminergiques de la substance noire et améliorer le traitement de la MP.
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I- La maladie de Parkinson

1. Histoire de la maladie de Parkinson

La maladie de Parkinson et ses manifestations sont connues depuis longtemps
puisqu’elle était déja référée dans le systéeme médical indien antique de I'Ayurveda sous
le nom de Kampavata. Elle était alors traitée par une plante, la mucuna pruriens,
aujourd’hui connue comme source de L-Dopa. En ce qui concerne la littérature médicale
occidentale, la maladie de Parkinson fat décrite pour la premiere fois par le physicien
Galen dans des écrits sur ce qu’il appela la « paralysie agitante » (shaking palsy) en I'an
175 apres J.-C. Mais ce n'est qu'en 1817 que le médecin londonien James Parkinson
publia un essai medical detaillé sur la « paralysie agitante » intitulé « An Essay on the
Shaking Palsy ». Cette étude n’était néanmoins basée que sur six cas qu'il observa dans
le cadre de sa pratique médicale ou gu'il rencontra au cours de promenades dans son
voisinage. Ce n'est que soixante ans plus tard qu'un neurologue francais, Jean Martin
Charcot, reconnut I'importance des travaux de James Parkinson et nomma ainsi cette
affection sous le terme de « Maladie de Parkinson » (MP). L’analyse post-mortem de
cerveaux de patients parkinsoniens décédés, a révéle un déficit en dopamine (DA) dans
le striatum comparativement au niveau de DA présent dans le cerveau des sujets
contrdles. Bien que les symptdmes, le diagnostic et les caractéristiques de la MP soient
bien établis, son étiologie demeure toutefois inconnue. La prévalence de la MP est de
2%o dans la population générale, s’élevant a 2% au-dela de 65 ans. Elle débute en
moyenne entre 55 et 65 ans, mais peut survenir a un age plus précoce (Dickson 2012,
Duncan et al. 2013). Elle est de fréguence légerement plus élevée chez les hommes que
chez les femmes (Daley et al. 2012, Ma et al. 2014). La MP correspond a la deuxieme
cause d’handicap moteur chez le sujet agé (apres les accidents vasculaires cérébraux) et
a la deuxiéme maladie neurodégénérative affectant le plus d'individus apres la maladie

d'Alzheimer (Ma et al. 2014).
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2. Symptomes cliniques de la maladie de Parkinson
2.1. Troubles moteurs

La MP se caractérise principalement par une perte des neurones dopaminergiques
localisés au niveau de la substance noire (locus niger) pars compacta (SNpc)
mésencephalique, qui se projettent vers le striatum. Cette dégénérescence neuronale
entraine un déficit en DA dans le striatum, responsable de la survenue des symptomes
moteurs (tremblement de repos, hypertonie musculaire, akinésie et bradykinésie) que
rencontrent les patients parkinsoniens (Huang et al. 2003, Kumar et al. 2003, Rothwell
and Huang 2003).

a- Les tremblements au repos surviennent surtout au niveau des mains, des bras
et de la téte. C'est trés souvent grace a ce symptdbme qu'un patient découvre qu'il est
atteint de la MP et c'est en général celui qui le géne le plus.

b- La rigidité musculaire ou I’hypertonie affecte la plupart des parkinsoniens et
empéche les mouvements fluides. De plus, cela mene trés souvent a la perte
d'expressions faciales.

c- Lalenteur ou I'akinésie rend parfois les mouvements volontaires tres difficiles
a réaliser et mene aussi, au stade avance de la maladie, a l'interruption d'un mouvement
en cours.

d- La bradykinésie, quant a elle, se traduit par une lenteur des mouvements et
affecte beaucoup les activités de tous les jours (s'habiller, se laver). Elle se manifeste
aussi par un retard dans I'amorce du mouvement.

2.2. Troubles neuropsychiatriques

a- Troubles de humeur: La MP s’accompagne fréquemment de troubles de
I’humeur, se manifestant principalement sur un versant dépressif (Gotham et al. 1986). Ces

troubles peuvent étre classés en deux grandes catégories, a savoir les troubles dépressifs
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et les troubles bipolaires, qui peuvent s’exprimer sous formes d’épisodes ponctuels de
courte durée de facon cyclique ou s’étendre sur une longue période.

b- Troubles anxieux : Les patients décrivent des sentiments excessifs ou
inappropriés d’appréhension, de nervosité, d’agitation ou de tension qui persistent ou
sont récurrents. Cette anxiét¢ s’accompagne d’une hypovigilance, de troubles du
sommeil, d’une perte d’énergie et d’une baisse de la concentration (Santangelo et al.

2016, Vitale et al. 2016).

c- L’apathie: Elle correspond a D’expression d’un sentiment de fatigue
intellectuelle ou mentale. Cette fatigue se définie par un manque de désirs, d’idées
d’envie ou encore une difficulté a concrétiser un projet. Ce déficit de motivation
s’accompagne par une perte de variations émotionnelles et une atténuation des capacités

de réponse affective (Pluck and Brown 2002).

d- Les troubles cognitifs : lls se traduisent par des problémes de mémoire, une

diminution de la capacité de I’apprentissage et une lenteur d’idéalisation.

Avant apparition de ces troubles moteurs et neuropsychiatriques, des premiers
signes souvent peu évocateurs peuvent étre détectés comme une fatigabilité, des
crampes et diverses douleurs. En outre, de nombreux travaux démontrent qu’aux stades
les plus précoces de la maladie, on assiste a une baisse de 1’olfaction (hyposmie) chez
les patients. Ceci représente un indicateur assez sensible d’un début de MP, et des tests
d’olfactométrie sont maintenant utilisés lors de suspicion d’apparition de celle-ci (Doty

2012, Miyamoto 2012).

3. Caractéristiques neurochimiques et neuropathologiques de la
maladie de Parkinson
Les principaux symptdmes de la MP sont les troubles moteurs. L activité motrice

est sous le contréle du systéme des ganglions de la base, composé du striatum (formé du

31



Etude bibliographique

putamen et du noyau caudé), du globus pallidus (GP), de la SN et du noyau
subthalamique (NST). La déplétion dopaminergique sevére conduit a un
dysfonctionnement des ganglions de la base impliquant deux circuits. La voie directe
relie le striatum au globus pallidus interne (GPi) a la substance noire reticulata (SNr),
structures de sortie des gonglions de base. La voie indirecte relie le striatum a la SNr
en passant par deux relais, le globus pallidus externe (GPe) et le noyau subthalamique
(NST). Ainsi, au cours de la MP, les lésions dopaminergiques affectant la voie directe
entrainent une désinhibition du GPi et de la SNr, structures responsables d’une
hyperactivité inhibitrice GABAergique des voies efférentes se projetant sur le thalamus.
L’inhibition de I’activité du GPe, dans la voie indirecte, altére quant a elle le tonus
inhibiteur GABAergique au niveau du NST, qui est le siége d’une hyperactivité
glutamatergique en relation avec le Gpi/SNr. Par conséquent, une amplification de
I’hyperfonctionnement des voies efférentes inhibitrices 8 GABA se projetant sur le
thalamus se produit dans la MP (Figures 1A et 1B) (Fraix 2004, Fraix et al. 2008,
Thobois et al. 2003).
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A. Normal Cortexmoteur ~ B. Parkinson’s
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Figure 1: Présentation du fonctionnement des noyaux gris centraux et
physiopathogenése de la maladie de Parkinson. A. Représentation schématique
de la voie nigrostriatale normale (en rouge). Les neurones dopaminergiques dont
les corps cellulaires sont situés dans la substantia nigra pars compacta (SNpc) se
projettent sur le striatum (composé du putamen et du noyau caudé, fleches rouges
épaisses), ou elles agissent sur deux types de récepteurs. Premiérement, I’activation
des récepteurs dopaminergiques de type D1 (positivement couplé a I’adénylyl
cyclase) conduit a une activation des neurones striataux GABAergiques, qui
projettent vers le globus pallidus interne (GPi) afin d’y exercer une activité
inhibitrice. Ainsi inhibé, le GPi, qui exerce normalement une activité tonique
inhibitrice sur le thalamus, libere les noyaux du thalamus de leur état inactif. Les
neurones thalamiques peuvent alors exercer leur activité stimulatrice sur les
différentes aires motrices corticales et permettre ainsi I’initiation des mouvements.
Cette voie est appelée voie directe. Deuxiemement, 1’activation des récepteurs
dopaminergiques de type D2 (négativement couplés a 1’adénylyl cyclase); induit
une forte inhibition des neurones striataux ce qui diminue alors leur contr6le
inhibiteur sur le globus pallidus externe (GPe). Ainsi activé, le GPe permet une
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régulation négative de la voie directe grace a une action inhibitrice du GPe sur le

GPi. Le GPe exerce également une activité GABAergique inhibitrice sur le noyau

subthalamique, ce qui permet une limitation de I’activité du GPi. Cette voie est

appelée voie directe. La pigmentation normale de la SNpc, produite par la
neuromelanine dans les neurones dopaminergiques est indiquée par les fleches
noires. B. Dans la MP, le déficit en dopamine provoque une perturbation générale

des circuits des ganglions de la base aboutissant & une sur-activation du GPi

responsable d’une forte inhibition du cortex moteur, qui conduit & une perte

progressive du contrdle moteur. Les fleches noires indiquent la dépigmentation de

la substance noire et rendent compte de la disparition des neurones

dopaminergiques contenant des pigments de neuromélanine. — Transmission

GABAergique ; — transmission Glutamatergique. SNpc : substance noire pars

compacta ; GPe/i: Globus pallidus externe ou interne; NST: noyaux

subthalamiques. D’aprés (Dauer and Przedborski 2003).

Des granules pigmentés bruns/noirs ont été décrits dans le systéme nerveux central
humain, plus précisément dans la SN et le locus coeruleus, nommés neuromelanine en
raison de leur ressemblance avec la mélanine (Graham 1978, 1979). Ces pigments
neuromélaniques se trouvent, entourés d’une double membrane dans le périkaryon
neuronal, et leur accumulation dans la SN pourrait étre causée par le vieillissement
(Olanow et al, 2009). La neuromélanine pourrait provenir de I'auto-oxydation de la DA
en présence d'oxygéne (Carstam et al. 1991, Hirsch et al. 1988, Lyden et al. 1984,
McNeill et al. 1984). Cette neuromélanine pourrait aussi servir de réservoir pour
certaines toxines, et permettrait ainsi a des métaux de transitions impliqués dans la MP
de s'y loger, ce qui pourrait expliquer la neurotoxicité spécifique de certaines substances,
comme le I-méthyl-4-phénylpyridinium (Burns et al. 1984, Wu et al. 1986). La
dégénérescence des neurones DAergiques neuromélaniques associée a la MP

s’accompagne donc d’une diminution de la pigmentation noire dans la SN observable

lors de l'autopsie (Youdim et Riederer, 1997) (Figure 1).

La dégénérescence de la voie nigrostriée est accompagnée de I’apparition
d'inclusions cytoplasmiques appelées *“corps de Lewy" dans les neurones
dopaminergiques de la SNpc. Les corps de Lewy sont des agrégats de protéines

cytoplasmiques eosinophiles sphériques composés de nombreuses protéines (Figure 2),
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y compris I’a-synucléine, la parkine, lI'ubiquitine et les neurofilaments. Les corps de
Lewy ont un diametre supérieur a 15 nm et une structure organisée contenant un noyau
dense entouré d'un halo clair (Braak et al. 1995). Les corps de Lewy ne sont pas
spécifiques a la MP puisque 1’on peut aussi en retrouver dans le cerveau de personnes
atteintes de la maladie d'Alzheimer et de certaines formes de démences. Toutefois, la
présence de corps de Lewy dans le SNc du mésencéphale est exclusive a la MP.
Actuellement, plus de 70 protéines ont été identifiées dans les corps de Lewy
(Wakabayashi et al. 2007) dont des protéines impliquées dans les formes familiales de
la MP, a savoir la parkine (Schlossmacher et al. 2002), PINK1 (Abou-Sleiman et al.
2006, Gandbhi et al. 2006), DJ-1 (Bandopadhyay et al. 2004), I’a-synucléine (Spillantini
et al.,, 1997)., UCHL1 (Vaughan et al. 2001), LRRK2 (Miklossy et al. 2006) et la
synphiline-1 (Mori et al. 2008, Wakabayashi et al. 2007). La dégénerescence des
neurones est corrélée a I’agrégation proteique intrcaellulaires dans les CL. Ces

Observations sont associées a 1’apparition des troubles moteurs (Feany et Bander 2000).
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Figure 2 : Immunomarquage de différents composants des corps de Lewy dans
les neurones dopaminergiques de la SNpc. L'immunomarquage des corps de
Lewy avec un anticorps contre la synucléine est essentiellement localisé dans la
zone centrale (image a gauche), a I’inverse, I’immunoréactivité¢ de type ubiquitine
est plus diffuse dans le corps de Lewy (image de droite). SNpc : substance noire
pars compacta. D’apres (Dauer and Przedborski 2003).
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4. Les causes de la maladie de Parkinson

Le développement de la MP serait la conséquence de I’interaction entre des
facteurs génétiques (Singleton et al. 2013) et neurotoxiques environnementaux (Baldi
et al. 2003, Gao et al. 2012), responsables de phénoménes de stress oxydatif et d’un
dysfonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale conduisant au final a la mort
apoptotique des neurones dopaminergiques nigrostri€s et a ’installation d’une réponse
neuroinflammatoire qui entretienne la perte neuronale et la progression de la maladie

(Jenner P.et al 2003 ; Marchetti B, et al, 2005).

4.1. Facteurs génétiques

Depuis la découverte, en 1997, de la premiere forme héréditaire de la MP associée
a la mutation du géne SNCA (a-synucléine) (Polymeropoulos et al. 1997), cing genes
ont a ce jour été identifiés pour provoquer des formes familiales de la MP, a savoir
SNCA, parkine (Hardy et al, 2006), DJ-1, PINK1 (Kilarski et al. 2012), ATP13A2
(Yang and Xu 2014) et LRKK?2 (Lesage et al. 2006, Ross et al. 2011). Les mutations
situées dans les génes codant pour 1’a-synucléine, et LRRK2 se transmettent de fagon
autosomique dominante et celles dans les genes codant pour la parkine, DJ-1, PINK1 et
I’ATP13A2 se transmettent de fagon autosomique récessive (Lohmann et al. 2012,
Pineda-Trujillo et al. 2006, Tomiyama et al. 2015, Witoelar et al. 2017). Les formes
idiopathique et heréditaire de la MP sont tres similaires d'un point de vue clinique et
pathologique, mais la forme héréditaire se développe souvent plus tét, vers I'age de 40-
45 ans, et certains signes cliniques particuliers peuvent y étre associés (Sharma et al.
2012).

Bien que la voie commune reliant les génes liés a des formes familiales de la MP
ne soit pas encore élucidée, il apparait que la mitochondrie joue un réle central dans le
processus de neurodegénérescence de la MP. En effet, au moins 4 genes responsables
des formes héréditaires de la MP, sont impliqués dans la régulation de I’activité

mitochondriale. 1l a été rapporté que la moitié des cas précoces de MP est due a des
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mutations des génes PINK1 et PARK2, conduisant a I’altération du renouvellement
normal des mitochondries et a leur dégradation rapide ( Branco et al, 2010). Des études
récentes, ont identifié un nouveau gene, VPS13C (vacuolar protein sorting 13C),
impliqué dans une forme précoce de la MP. La mutation de ce gene conduit a la perte
de fonction de la protéine VPS13C, responsable d’une vulnérabilité des mitochondries
au stress conduisant a la mort neuronale par mitophagie selon une voie dépendante de
PINK1/PARKIN (Lesage et al. 2016).
4.1.1. Géne de I'a-synucléine

L’un des premiers geénes identifi¢ fut le géne PARK1 (40921) codant pour la
protéine a-synucléine, tres abondante physiologiquement dans les neurones et impliquée
dans la plasticité neuronale. Trois mutations autosomales dominantes sur le
chromosome 4q21 furent principalement identifiées (Polymeropoulos et al. 1997). Le
géne muté est dupliqué (Chartier-Harlin et al. 2004) et méme tripliqué (Singleton et al.
2003), ce qui entraine la production d'une plus grande quantité de la protéine mutée
comparativement a la protéine normale, et mene a son agrégation. Le marquage des
corps de Lewy avec un anticorps contre l'a-synucléine agrégée montre une forte
immunoreéactivité, signe de la présence de la protéine mutée dans les corps de Lewy et
donc suggeére son implication dans la MP (Polymeropoulos et al. 1997). Aucune de ces
mutations ne fut identifiée dans la forme idiopathique de la MP. Malgreé le fait que des
mutations dans ce géne restent des causes relativement rares de MP, ces découvertes ont

été réellement importantes dans la compréhension de la maladie (Hardy et al, 2006).
4.1.2. Gene DJ-1

Le géne DJ-1 comporte 11 mutations autosomales récessives, ce qui est en fait le
second plus fréqguemment touché dans la forme familiale de la MP. La protéine est
impliquée dans la réponse au stress oxydatif (Ishikawa et al. 2009, Tsuboi et al. 2008,
Yanagida et al. 2009). Elle pourrait agir comme un antioxydant puisqu’en présence d’un

stress, la protéine se transforme en un dérivé capable de céder des protons (Yanagida et
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al. 2009). De plus, le DJ-1 forme des complexes ARN-protéines qui régulent
I’expression de génes impliqués dans la réponse cellulaire au stress oxydant (Chan and
Chan 2015, Mukherjee et al. 2015, Zhang et al. 2015). Les mutations affectent donc
I’activité de cette protéine et rendent la cellule plus vulnérable au stress oxydatif
(Ishikawa et al. 2009, Saito et al. 2014, Taira et al. 2004).
4.1.3. Gene de la dardarine

Une mutation autosomale dominante au niveau du géne LRRK2 (leucine-rich
repeat kinase 2), qui code pour la protéine dardarine, a été identifiée, impliqué dans la
forme héréditaire de la MP (Sayad et al. 2016). En effet, cette mutation induit une
modification d’une protéine kinase qui pourrait entrainer la phosphorylation de I’a-
synucléine et de tau, toutes deux impliquées dans la MP et la maladie d’Alzheimer
(Hardy et al. 2009, Wider and Wszolek 2007).

4.1.4. Gene PINK1

PINK1, PTEN-induced putative kinase 1, est une kinase mitochondriale dont le
géne est le PINK1 situé sur le chromosome 1. La mutation du PINK1 est responsable
d'une forme précoce et familiale de la MP, appelée « maladie de Parkinson de type 6 »
ou PARKG. La mutation de PINKL1 entraine une altération des mitochondries des
neurones dopaminergiques et [’accumulation d’espéces oxygénées réactives
responsables des dommages oxydatifs et de la mort neuronale par stress oxydatif (Lin
et al, 2009 ; Branco et al 2010)

Globalement I’identification des geénes liés a des formes familiales de la MP, telles
que l'a-synucléine, la parkine, le DJ-1, le PINK-1 et la LRRK2 fournissent des
informations importantes sur les voies moléculaires impliquées dans la maladie et

mettent en évidence des mécanismes par lesquels le stress oxydatif et le
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dysfonctionnement mitochondrial contribuent a la mort des neurones dopaminergiques

I MUTATIONS GEN'Q'UES I
( w ) %M)

/-s:;rmelne) \DJ =1 ( a-svnuclelne ) LRRK2

( Parkm ) \_’Y DJ 10 )\
PINK1

Parkln

(Figure 3).

< DJ it Activation microgliale

‘l’m

Alteratlon recyclage DA Neuromﬂammatlon

\

& N
Dysfonctionnement
mitochondrial

Altération UPS ROS / RNS
DA et NR
Dommages Oxydatifs

Oxydation lipides,
protelnes et ADN

Figure 3 : Représentation schématique des différents mécanismes cellulaires
impliqués dans le développement de la maladie de Parkinson et leur inter-
relation. Des protéines impliquees dans les formes familiales de la MP peuvent
interagir entre elles, ce qui peut conduire a la formation d’inclusions ou a leur
ubiquitinylation. La mutation de 1’a-Synucléine et son interaction avec DJ-1
perturbe le stockage et le transport des vésicules synaptiques dans les terminaisons
présynaptiques des neurones dopaminergiques de la substance noire. Les
différentes mutations sur la parkine induisent une perte de son activité ligase, ce qui
affecte 1’'ubiquitinylation et la dégradation de ses substrats pouvant provoquer leur
agrégation et la formation des inclusions intracellulaires. La mutation des
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différentes protéines liées a la maladie i.e. DJ-1, PINK1, parkine, a-synucléine et

LRRKZ2, affecte de maniére irréparable la fonction mitochondriale, entrainant une

perturbation des systémes homéostasiques (calcium, fer), une exacerbation de la

production d’especes oxygénées ou nitrosylées réactives (ROS / RNS), une chute

du taux de glutathion réduit (GSH), une oxydation de la sous-unité 26S du

proteasome, une altération du fonctionnement du systeme ubiquitine-protéasome

(UPS) et une augmentation de la mitophagie. Tous ces mécanismes au final

endommagent des constituants cellulaires et conduisent a la mort cellulaire. Le

stress oxydatif et ces dommages cellulaires induisent 1’activation des cellules

microgliales qui & leur tour répondent par la production de meédiateurs de

I’inflammation et accentuent la mort neuronale. Modifi¢ d’apres (Dias et al. 2013).

4.2. Facteurs environnementaux

La forme sporadique de la MP est néanmoins la plus fréquente et de nombreuses
¢tudes soutiennent 1’hypothése qu’elle pourrait étre d’origine environnementale (Baldi
et al. 2003, Freire and Koifman 2012). L'hypothése environnementale postule que la
neurodégénérescence liée a la MP résulte de I'exposition a des neurotoxines ciblant les
neurones dopaminergiques de la SNpc (Bove and Perier 2012, Cannon and Greenamyre
2010, Kaur et al. 2007). En accord avec ce postulat, les études épidémiologiques ont
établi un lien entre la survenue de la MP et une vie dans un environnement rural et/ou
exposee aux pesticides, aux métaux, aux polychlorobiphényles ou encore aux solvants
(Brown et al. 2005, Elbaz and Tranchant 2007, Moisan et al. 2015, Peng et al. 2007).
De plus, I’analyse post-mortem de cerveaux de patients parkinsoniens a révélé la
présence de taux élevés de pesticides dans des structures cérébrales notamment la SN et
le noyau caudé (Corrigan et al. 1996, Corrigan et al. 1998, Corrigan et al. 2000). A
I’échelle intracellulaire, les mécanismes de neurotoxicité de certains pesticides comme
la roténone et le paraquat impliquent un dysfonctionnement mitochondrial par action sur
les complexes | et/ou Ill de la chaine respiratoire (Testa et al. 2005). L’altération des
fonctionnalités mitochondriales entraine un desequilibre redox du couple
NADH/NAD®, une chute de production d’ATP, une accumulation des especes

oxygeénées réactives (ROS), une oxydation et une agrégation de protéines telle que 1’a-

synucléine, et I’induction de mécanismes apoptotiques par libération de cytochrome C
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de I’espace inter membranaire mitochondrial vers le cytosol a I’origine d’une activation
de caspases et une altération de I’ADN nucléaire (Greenamyre et al. 2001, Sherer et al.
2001, Sherer and Greenamyre 2005, Testa et al. 2005). Des travaux réalises sur des
cultures de neurones, ont montré que des mutations des genes a-synucléine, DJ-1
(Park7), Pinkl et Parkin, impliqués dans des formes héréditaires de la MP augmentent
la susceptibilité a la neurotoxicité du paraquat et de la roténone (Gao et al. 2012, Testa
et al. 2005).

Par ailleurs, des études réalisées chez des toxicomanes ont montré que la
consommation du 1-méthyl-4-phényl-1,2,3,6-tétrahydropyridine  (MPTP), une
neurotoxine de synthése, induit I’apparition d’un syndrome parkinsonien en seulement
trois jours chez I’homme (Cannon and Greenamyre 2010). La neurotoxicité du MPTP
est provoquée par son métabolite, le 1-méthyl-4-phénylpyridinium (MPP™), qui est un
herbicide, le cyperquat, de ressemblance structurale avec le Paraquat (Bove and Perier
2012, Cannon and Greenamyre 2010). Le MPP* induit sa neurotoxicité sur les neurones
dopaminergiques en inhibant le complexe | de la chaine respiratoire mitochondriale. Le
MPTP est actuellement la drogue la plus utilisée pour induire des modéles de MP in
vitro et in vivo. Durant ma thése je me suis focalisée sur le modéle murin de la MP induit
par I’intoxication au MPTP, modéle qui sera détaillé dans le paragraphe 7. A I’instar du
MPP*, les pesticides agissent souvent comme des poisons mitochondriaux. C’est ainsi
que les complexes de transports d’électrons dans la mitochondrie et la synthése d’ATP
sont inhibés par les herbicides diphényléther, les herbicides thiadiazoles, les insecticides
organochlorés comme le DDT (dichloro-diphényl-trichloroéthane), les insecticides
pyréthroides et les fongicides benzimidazoles. L’exposition aux pesticides peut avoir
lieu directement par contact avec la peau, absorption de nourriture ou d’eau contaminée,
mais aussi inhalation de particules d’aérosols ou de fumigenes contenant des pesticides.

Il faut noter que la plupart des études regroupent des agents pesticides, herbicides et
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insecticides dans la catégorie "pesticides"”, donc nous ne connaissons pas le risque
associé a chaque catégorie d’agents (Huang et al. 2003).

En revanche, le tabagisme et la consommation de café semblent étre inversement
associés au risque de développement de la MP (Hernan et al. 2002, Hernan et al. 2001),
ce qui renforce 1I’1dée selon laquelle divers facteurs environnementaux peuvent modifier

la susceptibilité a la MP.

5. Meécanismes de neuropathogenese de la maladie de Parkinson

Différents mécanismes pourraient étre associés a la neuropathogénéese de la MP et
en particulier le dysfonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale, les
dommages liés au stress oxydatif, 1’apoptose, les processus neuro-inflammatoires qui
entretiennent le mécanisme neurodégénératif primaire (Hirsch & Hunot 2009) et
I'agrégation de protéines provoquée par des défauts au niveau du systéme ubiquitine-
protéasome (Bose and Beal 2016, Carboni and Lingor 2015, Del Tredici and Braak
2016, Dzamko et al. 2015, Ganguly et al. 2017, Ryan et al. 2015, Vivekanantham et al.
2015). Que ce soit dans les cas de formes sporadiques ou de formes familiales, des
dysfonctions de ces voies conduisent a la dégénérescence des neurones

dopaminergiques.
5.1. Implication du stress oxydatif

Le stress oxydatif est impliqué dans les mécanismes conduisant a la mort des
neurones dopaminergiques de la SNpc (Dias et al. 2013, Gaki and Papavassiliou 2014,
Jenner 2003), mais le réle étiologique de ce stress dans le développement de la MP reste
controverse.

Le stress oxydatif définit un déséquilibre entre les niveaux de ROS et/ou d’espéces
réactives azotées (RNS) produites et la capacité d'un systeme biologique a les détoxifier,
créant un état périlleux contribuant aux dommages cellulaires. Les ROS/RNS sont des

substances hautement réactives et cytotoxiques telles que 1’anion superoxyde (02°7), le
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peroxyde d’hydrogene (H20.), le radical hydroxyl (OH®) ou encore 1’anion peroxyinite
(ONOO"). Les mécanismes physiologiques de défense anti-radicalaire permettant la
détoxification de ces ROS/RNS, sont essentiellement représentés par les enzymes
antioxydantes i.e. superoxydes dismutases (SODs), catalase, glutathion peroxydases
(GPX) et les piégeurs de ROS dont le glutathion réduit (GSH) (Figure 4). Les ROS sont
néfastes pour le fonctionnement cellulaire puisqu’elles entrainent 1’oxydation des
biomacromolécules cellulaires (lipides, protéines et acides nucléiques) conduisant a

I’altération de leur fonctionnalité dans la cellule et au final a la mort cellulaire.

0,

¢ Catalase

<op 2H,0+120,

Fe* GSH-Peroxyd
! -Peroxydase
Cu* +GSH
‘o _RH_ R+H,0
ozl
vitamine E
ROO ==mp- ROOH
- Réaction de détoxification des ROS GSH-Peroxydase
— Reéaction aboutissant a des ROS +GSH
ROH+H,0+GSSG

Figure 4: Représentation schématique des réactions aboutissant a la
production de ROS et site d’action des principaux systémes de défense anti-
oxydante. SOD : superoxyde dismutase ; GSH-peroxydase : glutathion peroxydase
; Oz, radical superoxyde; H20, peroxyde d’hydrogene; HO®, radical hydroxyle;
NO, monoxyde d’azote; Oz, dioxygéne; ONOO", ion peroxynitrite; ROO", radical
peroxyle; RO radical alkoxyle; R, chaine carbonée.
Source :http://fr.wikipedia.org/wiki/Radical_(chimie).

La principale source endogéne de ROS est la mitochondrie, via la chaine de

transport d’électrons. L’O2°, principalement produit par les complexes mitochondriaux
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I (NADH/ ubiquinone oxydoréductase) et 111 (ubiquinone —cytochrome c réductase) est
hautement réactif et traverse facilement la membrane mitochondriale interne, ou il peut
étre réduit en H202 sous I’action de la SOD (Figure 5). Le H202 peut également étre
généré par les peroxysomes, au niveau desquels il est converti en H2O et oxygeéne
moléculaire grace a la catalase, ce qui empéche son accumulation. Cependant, lorsque
les peroxysomes sont endommageés, le H-O: est libéré dans le cytosol et en présence de
métaux de transition comme I’ion ferreux réduit (Fe?*), il peut étre converti par la
réaction de Fenton en OH®° hautement réactif, le plus nocif de tous les ROS (Valko et al.
2007, Valko et al. 2006). Les ROS sont aussi produits en permanence par différents
systémes enzymatiques dont les plus importants sont les NADPH oxydases, la glucose
oxydase et les NO synthases (NOS). Les ROS peuvent étre générés par la libération de
fer libre & partir des protéines chélatrices ferritine et transferrine, et par la dégradation
sous I’action de la MAO mitochondriale des neurotransmetteurs aminés, i.e. les

catécholamines et la sérotonine (Poprac et al. 2017, Valko et al. 2016).
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Figure 5 : Représentation schématique des composants proteiques de la chaine
de transport des électrons et des sites de production des ROS. Dans les
conditions physiologiques, 2 a 6% d’0O2 moléculaire échappe a la réduction
complete en H2O et subit une réduction mono-électronique au niveau des
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superoxyde (O2°7). Ce dernier est métabolisé par la superoxyde dismutase (SOD2,
ou MnSOD, localisée dans la matrice mitochondriale) en peroxyde d’hydrogene
(H202), qui sera a son tour décomposé en H20 par la glutathion peroxydase (GPx1),
qui utilise le glutathion réduit (GSH) comme co-facteur. En présence d’ions ferreux
(Fe?"), le H20- se transforme en radical hydroxyle (OH®) par la réaction de Fenton,
au sein de la matrice mitochondriale ou dans le cytoplasme aprés diffusion. Ces
especes dérivées de 1’oxygene (ROS) provoquent une attaque oxydative des
biomolécules cellulaires conduisant & la peroxydation lipidique (pouvant-étre
limitée par des piégeurs de radicaux libres, de nature lipophile, tels que la vitamine
E ou le coenzyme Q), mais aussi a 1’oxydation des protéines (cytoplasmiques et
nucléaires) et de I’ADN (mitochondrial et nucléaire). D’aprés (Carriere et al. 2006).

Le cerveau est particulierement sensible aux dommages cellulaires que peut causer
le stress oxydatif (Dringen 2005, Love 1999, Rice et al. 2002, Schipper 2004, Wilson
1997) car il possede i) un métabolisme oxydatif élevé (il consomme 20% de 1’oxygéne
total de ’organisme) associ¢ a un systeéme antioxydant endogene faible, ce qui augmente
la probabilité d’accumulation de ROS, ii) un taux important de lipides polyinsaturés,
cible privilégiée de peroxydation lipidique induite par les ROS, et iii) un taux élevé en
ions ferreux qui réagissent avec le H>Oz et 1’02°", pour former 1’OH° radical hautement
toxique, ou avec lI'oxyde nitrique (NO) pour produire ’ONOO" (Valko et al. 2016, Valko
et al. 2007). Ainsi le cerveau est un organe fortement exposé aux ROS mais peu efficace
pour les éliminer et combattre le stress oxydant. Plusieurs études ont démontré que le
stress oxydatif est impliqué dans diverses maladies neurodégénératives (Emerit et al.
2004, Schipper 2004) et est associé a la perte sélective de neurones dopaminergiques de
la SNpc dans la MP (Cole et al. 2005, Sherer and Greenamyre 2005). Bien qu’il soit
difficile de distinguer le réle causal du stress oxydatif dans I'initiation ou la progression
de la maladie, I’analyse post-mortem de cerveaux a revélé des niveaux accrus de
produits de la peroxydation lipidique comme le 4-hydroxyl-2-nonenal (HNE) et le
malondialdéhyde (MDA), de protéines carbonylées issues de I’oxydation des protéines
et d’oxydation de I’ADN et de I’ARN avec un taux accru de 8-hydroxy-

désoxyguanosine et de 8-hydroxy-guanosine (8-OH-dG), au niveau de la SN et du
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striatum de patients atteints de la MP (Gaki and Papavassiliou 2014, Jenner 2003). Ces
altérations sont associées entre autre a une baisse de 1’activité cérébrale et plasmatique
des enzymes antioxydantes (SOD, catalase, peroxydases...) ((Mythri et al. 2011,
Venkateshappa et al. 2012a, Venkateshappa et al. 2012b) et a une diminution du taux
du GSH dans la SNpc (Harish et al. 2011, Mythri et al. 2011). Outre 1’attaque des
biomolécules, une cible de ces ROS est la chaine de transport des électrons (Bhat et al.
2015, Zhu and Chu 2010), entrainant des dommages mitochondriaux et une production
ultérieure de ROS.

Plusieurs études indiquent que les neurones dopaminergiques de la SNpc sont
particulierement vulnérables au stress (Herrera et al. 2017, Hirsch et al. 1997). En effet,
les neurones dopaminergiques sont de facon constitutive, exposés a de fortes quantités
de H20; et de radicaux libres produits par le métabolisme de la dopamine et la grande
quantité de mitochondries, site endogene de production de ROS (Hirsch et al. 1997,
Hirsch 1993, 1992). La dopamine est un catéchol actif, et des ROS peuvent étre produits
au cours de son oxydation par des processus enzymatique ou non enzymatique. La
dégradation oxydative enzymatique de la dopamine implique la monoamine oxydase
mitochondriale qui produit du H2O>, et la dégradation non enzymatique par auto-
oxydation, source de grande quantité de superoxydes, de peroxydes et de quinones qui
endommagent les protéines en réagissant avec les groupements thiols (Figure 6). De
plus, la présence dans les neurones dopaminergiques de taux élevés en ions ferreux
favorise grandement I’accumulation de ROS hautement toxiques (Faucheux et al. 2003,

Faucheux et al. 2002, Hirsch 2009, Hirsch and Faucheux 1998).
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Figure 6 : Métabolisme de la dopamine dans le cerveau. La monoamine oxydase
B mitochondriale assure la désamination oxydative de la dopamine, générant du
dihydroxyphenylacétique (DOPAC), de I’ammonium (NH3) et du peroxyde
d’hydrogéne (H202). L’auto-oxydation spontanée de la dopamine en présence
d’ions tels que le fer (Fe?*) produit des quinones. Ces quinones sont des molécules
réactives capables d’endommager les protéines en réagissant avec les résidus
cystéines. L’oxydation de la dopamine conduit également a 1’accumulation
d’especes oxygeénées réactives (ROS) qui sont hautement toxiques pour la cellule,
provoquant des dommages aux constituants cellulaires (lipides, protéines et ADN),
I’agrégation de protéines et un dysfonctionnement mitochondrial conduisant a la
mort cellulaire.

Par ailleurs, les moyens de défenses anti-oxydantes intrinseques dans la région de
la SN sont plus réduits que dans d'autres régions du cerveau (Dias et al. 2013, Herrera
et al. 2017). En effet, ’environnement astrocytaire, cellules impliquées dans

I’approvisionnement des neurones en facteurs antioxydants et neuroprotecteurs, est
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faible dans la SN au profit d’un nombre important en cellules microgliales, médiateurs
de I’inflammation (Niranjan 2014, McGeer and McGeer 2008, Mena et al. 2002). Les
astrocytes sont les seules cellules a exprimer la GPx, une enzyme déterminante dans la
détoxification du H.O> produit par le metabolisme oxydatif de la dopamine. Le GSH
représente le principal dissipateur de ROS dans le systeme nerveux central (SNC) et sa
biosynthése par les neurones est exclusivement dépendante de la fourniture du
précurseur Cys-Gly et de I’enzyme glutamylcysteine ligase a partir des astrocytes
avoisinants (Gegg et al. 2002, Solano et al. 2008). L’environnement astroglial réduit
dans la SN conditionne des taux faibles en GSH dans les neurones dopaminergiques de
la SNpc (Herrera et al. 2017, Hirsch 1992), qui limitent la capacité d’élimination des

ROS.

Les causes de I’induction du stress oxydatif restent inconnues, cependant le
dysfonctionnement de la mitochondrie et de la phosphorylation oxydative,
I’augmentation du métabolisme de la dopamine et du taux d’ions ferreux, ainsi que la
diminution de I’efficacité des voies de defense anti-oxydantes (Bulteau et al. 2017,
Hirsch and Faucheux 1998, Ruberg et al. 1997) pourraient étre source du stress oxydatif
capable de détruire les neurones dopaminergiques dans la MP. Ces données sont
confortées par la diminution du taux de GSH, I’augmentation du ratio de fer réduit (Fe?*)
/ fer oxydé (Fe®**) (Gaki and Papavassiliou 2014) et un déficit en complexe I de la chaine
respiratoire mitochondriale retrouvés dans les neurones dopaminergiques de la SNpc
des patients atteints de la MP (Dias et al. 2013, Hirsch 1993, Jenner 2003).

5.2. Implication du dysfonctionnement mitochondrial

Les mitochondries jouent une double fonction de source et de cible de ROS, et
plusieurs études suggéerent que le dysfonctionnement mitochondrial joue un role
essentiel dans la pathogenese de la MP (Bhat et al. 2015, Greenamyre et al. 2001,
Schapira et al. 1989, Zhu and Chu 2010, Zhu et al. 2012). Les mitochondries sont des

organites dynamiques assurant de nombreuses fonctions dans la cellule. Outre leur role
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dans la production d'énergie, elles contrélent I'noméostasie calcique, la réponse au stress
et les voies de mort cellulaire. Par consequent, une altération de la fonction
mitochondriale entraine un dommage cellulaire et est liée a la neurodégenérescence
(Zhu and Chu 2010). Le dysfonctionnement mitochondrial a été initialement associé a
la physiopathogenése de la MP a la suite du développement du parkinsonisme induit par
le MPTP, drogue qui inhibe le complexe | mitochondrial associé a une perte importante
de neurones dopaminergiques au niveau du SNpc, comme révélé par l'analyse post-
mortem chez des toxicomanes ayant consomme cette neurotoxine (Bove and Perier
2012). Depuis ces observations, plusieurs études ont indiqué une diminution de l'activité
du complexe | et de l'ubiquinone dans la SN des patients atteints de la MP, associée a
une dégénérescence neuronale (Keeney et al. 2006, Schapira et al. 1989). Les études
génomiques ont montré que l'expression des genes codants pour les protéines
mitochondriales est réprimée dans les neurones dopaminergiques des patients atteints
de la MP (Elstner et al. 2011). Un déficit de I’activit¢ du complexe I de la chaine
mitochondriale a également été observé dans les plaquettes et le muscle squelettique des
patients atteints de la MP (Parker et al. 1989, Swerdlow et al. 1998). L’ensemble de ces
données indique que le fonctionnement mitochondrial est fortement altéré dans la MP,
processus qui pourrait affecter la biogenése des organelles, la fusion/fission
mitochondriale et leurs fonctions de défense cellulaire (lutte contre le stress oxydatif,
mitohagie) (Dias et al. 2013). En outre, la mutation de diverses protéines
mitochondriales est liée a certaines formes héréditaires de la MP (Plun-Favreau et al.
2008, Wood-Kaczmar et al. 2008). Ainsi, la mutation de I'ATP13A2, une ATPase de
type P induit un syndrome parkinsonien atypique récessif autosomique, associé a un
accroissement de la masse mitochondriale responsable d’une augmentation de la
consommation d'oxygene et de la production de ROS (Gusdon et al. 2012, Zhu et al.

2012).
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5.3. La Neuroinflammation

Le lien entre la MP et la neuroinflammation a été établi initialement par une étude
post-mortem, décrivant la présence de cellules microgliales activées exprimant la NO-
synthase inducible (iNOS) et des taux elevés en cytokines pro-inflammatoires dans la
SNpc (McGeer et al. 1988). Les cellules microgliales sont des composants du systeme
immunitaire inné du SNC, cellules qui deviennent activées lors d'une lésion cérébrale.
Ainsi, en réponse a la présence de pathogénes ou I’accumulation de protéines anormales
dans leur environnement, les cellules microgliales s’activent et présentent ces antigénes
aux cellules du systtme immunitaire telles que les lymphocytes T. Les cellules
microgliales activées sont une source importante de superoxydes et de NO, qui a leur
tour contribuent au stress oxydatif dans le microenvironnement cérébral. Ces cellules
peuvent également favoriser la neurodégénérescence en produisant d'autres agents
potentiellement toxiques tels que le glutamate, le tumor necrosis factor-alpha (TNF-a),
des cytokines pro-inflammatoires et des chémokines (McGeer and McGeer 2004, 2008).

Des travaux récents suggerent que la production de facteurs inflammatoires par les
cellules gliales activées (astrocytes et microglie) serait impliquée dans la perte des
neurones dopaminergiques dans la MP (lannaccone et al. 2013). En effet, la
surexpression anormale, au cours de la MP, de I’a-synucléine dans les cellules gliales
altere les fonctionnalités neurotrophiques de ces cellules, exaspére la réponse
inflammatoire gliale (sécrétion accrue de cytokines pro-inflammatoires), produit un
stress oxydant et précipite la mort des neurones dopaminergiques (Bruck et al. 2016,
Cao et al. 2011, Li et al. 2011). 11 est intéressant de noter qu’un traitement visant a
réduire la réactivité microgliale a I’aide d’agents antioxydant (Brynskikh et al. 2010) et
anti-inflammatoire (Johnston et al. 2008, McGeer and McGeer 2007), atténue le
processus inflammatoire et prévient la neurodégenérescence dans la substance noire

chez les souris intoxiquées au MPTP. Ces données indiquent que I’activation des
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cellules gliales contribuerait a la perte neuronale via la production de cytokines pro-
inflammatoires et de radicaux libres conduisant a une rupture de 1’équilibre RedOx.

Au cours du processus de dégénérescence des neurones dopaminergiques, les
cellules microgliales activées reconnaitraient les neurones endommages comme des
éléments étrangers et agiraient contre eux, ce qui in fine précipite la perte neuronale.
Cette mort des neurones exacerbe le processus neuro-inflammatoire et déclenche une
réponse immunitaire ou des chimiokines sont produites sur le site de I’inflammation par
les cellules gliales réactives et attirent, au niveau de la zone lésée, des cellules
Immunitaires circulant dans le sang (Su and Federoff 2014). Les cellules microgliales
activées sont particulierement néfastes pour les neurones dopaminergiques via la
surproduction de cytokines pro-inflammatoires, de ROS et RNS concomitante a une
diminution de la sécrétion de facteurs trophigques nécessaires au maintien de la viabilité
neuronale (McNaught and Jenner 1999, McNaught et al. 2001). La présence de
lymphocytes T associée a la microglie activée a été détectée dans la SN de patients
atteints de la MP, ainsi qu'une augmentation des médiateurs pro-inflammatoires i.e.
interleukines (IL)-1beta, IL-2, IL-4, IL-6 et la forme soluble de Fas dans le striatum et
le liquide céphalo-rachidien (Mogi et al. 1996a, Mogi et al. 1996b, Nagatsu et al.
2000b). De plus, le taux des marqueurs neuroinflammatoires tels que 1’IL-2, I'lL-6, le
TNF- a et la chemokine RANTES est élevé dans le plasma de personnes souffrant de la

MP (Hirsch et al. 2003a, Hirsch and Hunot 2009).

5.4. Les mécanismes de mort cellulaire
L'augmentation du stress oxydatif, le dysfonctionnement mitochondrial,
I’agrégation des protéines, le dépdt de fer ainsi que I’inflammation et 1’activation des
cellules gliales sont différents facteurs qui in fine déclenchent la mort cellulaire
programmee ou apoptose (Ruberg et al. 1997). Ce phénoméne d’apoptose a été mis en
évidence par des changements morphologiques observés en microscopie électronique

(Kerr et al. 1972, Williams and Bell 1985). L’apoptose commence par une perte

51



Etude bibliographique

d’adhésion de la cellule qui s’isole, suivie par une réduction du volume cellulaire suite
a la condensation du noyau et du cytoplasme, puis une fragmentation du réseau
mitochondrial. Il s’en suit, une fragmentation de I’ADN et un bourgeonnement de la
membrane plasmique qui conduisent a la formation de vésicules appelées corps
apoptotiques. Au niveau mécanistique, il existe deux principales voies qui conduisent a
I’apoptose, a savoir les voies extrinséque et intrinséque (Kerr 2002, Peter et al. 1997).
L’apoptose par la voie extrinséque est induite par I’activation des récepteurs de mort
(FAS), qui appartiennent a la superfamille des TNFs. La voie intrinseque est quant a elle
activée par différents signaux intracellulaires dont le stress oxydatif, qui vont agir sur
I’expression de régulateurs de 1’apoptose comme les membres de la superfamille des
protéines B-cell lymphoma 2 (Bcl-2), aboutissant a une chute du potentiel
transmembranaire mitochondrial et un relargage du cytochrome C dans le cytoplasme.
Ces deux voies conduisent a I’activation des caspases qui sont des proteases a cystéine,
menant a la fragmentation de I’ADN et a I’activation de protéases comme les calpaines.

L’apoptose est une mort cellulaire physiologique contrélée et parfois
génétiquement programmeée nécessaire a la survie des organismes pluricellulaires.
L’apoptose joue un role primordial dans la formation et la survie de I’organisme.
Néanmoins, dans certaines pathologies, le processus se trouve exacerbé. C’est ainsi
qu’en 1996, Mochizuki (Mochizuki et al. 1997) et ses collaborateurs ont révélé par la
technique de terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labeling
(TUNEL) un profil de dégradation de ’ADN en échelle, spécifique de I’apoptose dans
des cerveaux de parkinsoniens post-mortem. Une étude par microscopie électronique a
aussi identifié la présence de noyaux apoptotiques avec des modifications ultra-
structurales typiques chez les patients atteints de la MP (Anglade et al. 1997, Ruberg et
al. 1997). Ces premiers travaux ont été confirmés par la technique du double marquage
fluorescent de I’ADN et la présence de chromatine condensée dans les cellules

dopaminergiques de personnes souffrants de la MP (Tatton et al. 1998). De plus, les

52



Etude bibliographique

formes actives des caspases-8, -9, -1 et -3, enzymes de la cascade apoptotique, sont
fortement exprimées dans les neurones dopaminergiques de la SNpc de patients
parkinsoniens (Hirsch et al. 1999, Tatton 2000, Tatton et al. 2003) (Apop-Mogi et al.
2000), confirmant I’implication des mécanismes apoptotiques dans la mort des neurones
de la SNpc dans cette pathologie. Une augmentation de I’expression du facteur
suppresseur de tumeur p53 et de la protéine Bcl-2—associated X (Bax) membre pro-
apoptotique de la famille des protéines Bcl-2, a aussi été observée dans la SNpc de
cerveaux de patients parkinsoniens et le cerveau de modeles animaux parkinsoniens
induit par une administration de MPTP (Hartmann et al. 2000, Hirsch et al. 1988, Hirsch
et al. 2003b, Turmel et al. 2001). D’autres études post-mortem ont également suggéré
I’implication de FAS et FADD, deux composants des récepteurs de mort dans les
cerveaux de patients parkinsoniens (Hartmann 2004, Hartmann and Hirsch 2001,
Hartmann et al. 2002). En effet, le blocage de ces récepteurs a 1’aide d’anticorps prévient
la mort des neurones dopaminergiques (Hurelbrink et al. 2001, Hurelbrink and Barker
2001). Ces données indiquent I’implication des voies intrinséque et extrinséque dans

I’initiation de I’apoptose observée chez les personnes atteintes de la MP.

6. Traitements

A ce jour, il n’existe pas de traitements capables de guérir la MP. Seuls les
symptomes de la maladie peuvent étre pris en charge par des approches
médicamenteuses ou chirurgicales. Les approches médicamenteuses visent a compenser
le déficit dopaminergique au niveau du striatum en administrant soit un précurseur de
dopamine, soit un agoniste dopaminergique ou en inhibant le métabolisme de la
dopamine par la MonoAmine-Oxydase B (MAO B) ou la Cathécol-O-Méthyl
Transférase (COMT). Des médications a visée anticholinergiques sont aussi employées
pour compenser I’altération de la boucle nigrostriée et la perte du controle
dopaminergique sur les neurones cholinergiques striataux. Les traitements

neurochirurgicaux consistent entre autre en la stimulation a haute fréquence du noyau
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subthalamique. Toutefois, ces traitements restent paliatifs et ne protegent pas le bon
fonctionnement des neurones dopamineriquess, d’ou la nécessité de développer des
stratégies capables de protéger les cellules neuronales des processus neurodégénératifs

afin de stopper ou de ralentir la progression de la maladie.

6.1. Les traitements chirurgicaux

La thalamotomie, destruction du noyau ventro-latéral de I’un des deux thalamus,
a été jusqu’a I’avénement de la dopathérapie, un traitement de choix de la maladie
(Cooper 1953, Svennilson et al. 1960). Aujourd’hui, les cliniciens y recourent en cas
d’échec médicamenteux. La démonstration d’une hyperactivité du GP et du NST dans
la MP a I’origine des symptomes moteurs de la maladie (Crossman 1989) a relancé les
perspectives de la neurochirugie. De fait, la thalamotomie permet de réduire les
tremblements chez plus de 85% des patients, mais n'améliore par la bradykinésie et
I'akinésie (Kelly et al. 1987a, Kelly et al. 1987b). Cependant, la pratique de la
thalamotomie bilatérale a souvent pour conséquence de causer des déficiences
cognitives et linguistiques.

La destruction de structures cérébrales n’étant pas sans risque, la stimulation
cérébrale profonde (SCP) s’est développée au cours des derniéres années (Klockgether
et al. 1994). Cette technique, moins invasive et réversible, consiste a placer des
électrodes de stimulation a haute fréquence dans la structure cérébrale a inhiber, comme
le thalamus et des noyaux subthalamiques (Henderson and Dunnett 1998, Klockgether
et al. 1994, Luquin 1997, Rodriguez et al. 1998) et reproduit les résultats de la
thalamotomie et de la pallidotomie (Benabid et al. 2000, Benabid et al. 2001, Benabid
and Torres 2012, Limousin-Dowsey et al. 1999). La SCP est pratiquee surtout chez les
patients trés handicapés par les tremblements ou par les déficits moteurs associés a la

MP (Ewert et al. 2017, Guzzi et al. 2016).

54



Etude bibliographique

6.2. Les traitements médicamenteux

Plusieurs approches médicamenteuses pharmacologiques sont utilisées pour
compenser le déficit dopaminergique en termes de biodisponibilit¢ et d’activité

(Martinez-Martin et al. 2015). Ainsi les traitements médicamenteux consistent a :

« apporter le précurseur de la DA, la L-Dopa : c'est la dopathérapie.

o« mimer l'action de la dopamine sur les récepteurs dopaminergiques a l’aide
d’agonites dopaminergiques.

« inhiber les enzymes du catabolisme de la DA comme la COMT ou la MAO-B pour
diminuer sa dégradation, via I’utilisation d’de la COMT (ICOMT) ou de la MAO-
B (IMAO-B ) (LeWitt and Taylor 2008).

6.2.1. La Dopathérapie

En 1911 le biochimiste américain Casimir Funk a synthétisé pour la premiére fois
la L-Dopa, considérée au départ comme une toxine, car source de troubles digestifs
séveres. Elle fut redécouverte 40 ans plus tard par Arvid Carlson qui montra que des
injections de L-Dopa dans un modele animal de MP provoque une amélioration clinique
en augmentant le niveau de DA, dont le taux endogeéne est trés fortement réduit dans le
striatum des patients atteints de la MP. Mais Defficacité de ce traitement ne fut pour
autant reconnue qu’en 1968, lorsqu’une étude de Georges Cotzias rapporta un bénéfice
moteur spectaculaire et prolongé chez des patients parkinsoniens traités par une forte
dose de L-Dopa (Cotzias et al. 1968).

Le traitement médicamenteux faisant appel a la Iévodopa ou L-Dopa connu sous
le nom de dopathérapie, consiste en I'administration orale et chronique de L-dopa, le
préecurseur de la dopamine (Figure 7), qui mime son action dans le cerveau (Cotzias et
al. 1976, Foley 2000, Lees et al. 2015, LeWitt and Fahn 2016). L’administration de la
L-Dopa, capable de traverser la barriere hémato-encéphaliqgue (BHE), permet de

compenser le manque en DA observé chez les patients souffrants de la MP. En effet,
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chez le patient parkinsonien, la capacité de synthese et de stockage des neurones
dopaminergiques nigrostriés n’est pas totalement perdue. Ainsi, la L-Dopa exogéne sera

captée par les neurones dopaminergiques subsistants et sera ensuite transformée en DA.
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Figure 7 : Voie biochimique de biosynthese de la dopamine. La dopamine (DA)
est synthétisée dans les neurones a partir de la tyrosine. Cet acide aminé essentiel
est métabolisé en L-Dopa par latyrosine hydroxylase, une enzyme limitante
contrélant la production de lala DA. La L-Dopa est ensuite transformée en DA par
décarboxylation assurée par la DOPA-décarboxylase.

Ce traitement donne des résultats satisfaisants en termes de motricité dans les
formes débutantes de la maladie, mais inéluctablement ces améliorations ne se
maintiennent pas dans le temps. La période au cours de laquelle la dopathérapie
apporte d'importantes améliorations est appelée « lune de miel », suite a laquelle
I'efficacité du traitement fluctue et des complications motrices apparaissent (Marti-
Masso et al. 1996). Les effets indésirables centraux se manifestent par des
fluctuations motrices et des dyskinésies liées a la perte inéluctable des neurones
nigrostriataux et en conséquence une diminution des capacités de stockage de la
DA, ne permettant plus de compenser les variations des concentrations
plasmatiques de L-Dopa, ainsi que des troubles psychiatriques (agitation, anxiété,
délire interprétatif, hallucinations) qui seraient la conséquence d’une stimulation
excessive des récepteurs dopaminergiques centraux (Defebvre 2004, Montastruc

et al. 2006).
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6.2.2. Les agonistes dopaminergiques

Le traitement aux agonistes dopaminergique est l’autre grande approche
médicamenteuse (Alonso Canovas et al. 2014, Shin et al. 2014, Stocchi et al. 2016). Au
stade des complications motrices, les agonistes dopaminergiques administrés en
association avec la L-Dopa permettent d’améliorer 1’efficacité thérapeutique de la L-
Dopa, d’atténuer les fluctuations motrices et de réduire les dyskinésies (Gallagher and
Schrag 2008, LeWitt and Taylor 2008, Yamamoto and Schapira 2008). Ils posséderaient
en outre un effet neuroprotecteur lorsqu’ils sont administrés a la phase initiale de la MP,
en s’opposant progressivement a la dégénérescence des neurones de la SNpc (Cacabelos
2017, LeWitt and Taylor 2008, Szczudlik and Rudzinska 2007). Des études en imagerie
fonctionnelle, par tomographie par émission de positrons (TEP) a 1’aide du radiotraceur
18fluoro-Dopa marquant les terminaisons dopaminergiques de la voie nigrostriée ont
montré une progression plus lente de la maladie chez les patients parkinsoniens traités
par le Ropinirole, un agoniste des récepteurs dopaminergiques de type D2, D3 et D4 par
rapport aux patients traités par L-Dopa (de la Fuente-Fernandez et al. 2010, Stocchi
2009).

6.2.3. Les inhibiteurs d‘enzymes

Les inhibiteurs d’enzymes sont des molécules permettant de prolonger l'effet de la
L-Dopa en inhibant sa dégradation par deux enzymes la COMT et la MAO-B (Dezsi
and Vecsei 2017, Muller 2015, Rascol et al. 2015). Les ICOMT sont des inhibiteurs
compétitifs dont la liaison se fait avec le site actif de I'enzyme. lls sont toujours
administrés en association avec la L-DOPA dont ils prolongent la durée d'action. Les
IMAO sont des inhibiteurs non compétitifs de la MAO-B capables en association
d’augmenter de 20 a 30% les effets bénefiques de la dopathérapie. Toutefois, ce type de
traitement prolonge aussi les effets indésirables de la L-Dopa (Dezsi and Vecsei 2017,

Jankovic and Stacy 2007, Muller 2015).
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7. Modéle Expérimental d’étude

Plusieurs modéles expérimentaux de la MP ont été utilisés, tant in vitro qu’in vivo
afin de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans le développement de la
maladie (Bove and Perier 2012, Dauer and Przedborski 2003). Les modeéles
expérimentaux animaux de la MP idiopathique les plus utilisés et les mieux caractérisés
afin d’optimiser son traitement et limiter voire enrayer les effets secondaires sont le
MPTP et la 6- hydroxydopamine (6-OHDA). D'autres modeles animaux transgéniques
ont éte développés visant a reproduire les mécanismes neurodégénératifs observés dans

les formes familiales de la MP.

7.1. Caractéristiques du modele d’intoxication par la 6-OHDA

La 6-OHDA est un analogue hydroxylé de la dopamine, isolé pour la premiére fois
en 1959. Cette toxine est généralement captée de facon sélective par les cellules
pourvues d’un systeme de transport membranaire des catécholamines, appelé aussi
dopamine transporters (DAT) ou elle est accumulée et rapidement oxydée, produisant
de fortes quantités de radicaux libres, responsables d’un stress oxydant sévere (Glinka
et al. 1996, Dodel et al. 1999, Chen et al. 2004). La spécificité de la 6-OHDA pour les
systémes catécholaminergiques s’explique par sa structure, tres proche de la dopamine
et de la noradrénaline (Blum et al. 2001). En dépit de ’absence de DAT sur la membrane
des neurones en grain, la vulnérabilité de ce type de neurones a cette toxine a éte
largement rapportée par plusieurs équipes (Monti et al. 2007, Polazzi et al.2009). Ainsi,
le phénoméne d’auto-oxydation non-enzymatique extracellulaire de la 6-OHDA qui
génére de fortes quantités de ROS (le H202, le Oz et le OH") et des composes
quinoniques, substances hautement toxiques capables de traverser la membrane
cellulaire et d’induire la mort par un stress oxydatif (Glinka et al. 1996, Noelker et al.
2005). Cette production de radicaux libres est amplifiée par les ions ferreux qui

catalysent la réaction de Fenton dont nous avons parlé dans le chapitre précédent. Des
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études in vivo ont corrélées ces résultats. En effet, de nombreux effets protecteurs de

divers antioxydants, ainsi qu’une grande résistance de souris transgeniques

surexprimant la SOD ou la GPx ont été observés (Bensadoun et al. 1998, Blum et al.

2001).
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Figure 8: Meécanismes impliqués dans la toxicité de la 6-OHDA.
L’accumulation des radicaux libres dans les neurones en grain, suite a 1’auto-

oxydation extracellulaire de la

6-OHDA, conduit a : (i) des modifications

mitochondriales (inhibition du complexe | de la chaine respiratoire mitochondriale,
découplage de la chaine de phosphorylation oxydative et diminution du potentiel
membranaire mitochondrial [ym]), qui concourent a la diminution des taux d’ATP
; (1) la formation d’espéces radicalaires trés réactives qui endommagent les
macromolécules et participent a la désorganisation de la structure cellulaire. Ces
événements conjugués conduisent & la mort des neurones d’apres Kadour et al ;

2013
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7.2. Caractéristiques du modéle d’intoxication par le MPTP

Le MPTP est une neurotoxine synthétique est connu par sa capacité d’induir le
syndrome parkinsonien qui reproduit presque tous les symptémes de la MP:
tremblement, rigidité, bradykinésie et instabilité posturale (Doudet et al. 1985b, a). D’un
point de vue anatomopathologique, le modéle du MPTP provoque des Iésions au niveau
des systémes dopaminergiques observées au cours de la MP (Forno et al. 1993)
notamment une degénérescence des terminaisons dopaminergiques au niveau du
putamen par rapport au noyau caudé ; et une perte neuronale plus importante et
progressive au niveau de la SNpc par rapport a I’aire ventrale tegmentale (VTA), avec
une perte préférentielle au niveau des segments ventraux et latéraux de la SNpc (Bezard
2006, Sirinathsinghji et al. 1990, Sirinathsinghji et al. 1992). 1l est connu que les effets
toxigues du MPTP ne sont pas limités aux régions dopaminergiques et des Iésions des
systémes noradrénergiques et serotoninergiques ont été rapportées (Mitchell et al. 1985,
1986), celles-ci étant néanmoins d’une plus faible ampleur que celles observées dans la
voie nigro-striée. Ce modele ne reproduit pas toutes les caractéristiques de la MP,
comme la présence de corps de Lewy, méme si des inclusions intra-neuronales ont tout
de méme été decrites (Purisai et al. 2005).
Le MPTP n’est pas toxique en soit. Aprées avoir traversé la barriere hématoencéphalique,
il est converti en 1-methyl-4-phenyl-1,2-dihydropyridinium (MPDP+) par la MAO-B
(Burns et al. 1984, Markey et al. 1984), surtout présente dans les astrocytes (Di Monte
et al. 1996, Mallajosyula et al. 2008) et les neurones sérotoninergiques (Levitt et al.
1982) mais pas dans les neurones DA (Westlund et al. 1985, Westlund et al. 1993). Le
MPDP* s'oxyde ensuite spontanément en 1-methyl-4-phenylpyridine (MPP*), composé
neurotoxique (Castagnoli et al. 1985, Di Monte et al. 1987, Trevor et al. 1987a, Trevor
et al. 1987b) (Figure 8). Différentes études ont montré que l'inhibition de la MAO-B

prévenait la neurotoxicité due au MPTP (Markey et al. 1984). Une fois dans I'espace
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extracellulaire, le MPP* est capté au niveau des terminaisons DA via le transporteur
membranaire de la dopamine (DAT) (Gash et al. 1996, Russ et al. 1996). Le MPP* peut
ainsi étre liberé lentement et induire la dégénérescence des neurones DA (Mitchell et al.

1986, Bove and Perier 2012).
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Figure 9 : Métabolisme du MPTP. Aprés administration systémique, le MPTP,
qui est hautement lipophile, traverse la barriéere hémato-encéphalique (BHE) en
quelques minutes. Une fois dans le cerveau, la protoxine MPTP est oxydée en
premier métabolite 1-methyl-4-phenyl-2,3-dihydropyri dinium - (MPDP), par la
monoamine oxydase B (MAO-B) seulement présente dans les cellules astrogliales
et neurones sérotoninergiques (non représentés), puis complétement en MPP+. Une
fois relargué dans le milieu extracellulaire, le MPP+ est spécifiquement capté par
les neurones dopaminergiques grace aux transporteurs dopaminergiques (DAT).

Dans le cytosol des neurones dopaminergiques, le MPP* se retrouve soit: 1)

séquestré dans des vésicules synaptiques par I'intermédiaire du transporteur vésiculaire
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des monoamines (VMAT, vesicular monoamine transporter) qui réduisent sa
concentration cytosolique et par conséquent ses effets déléteres (Staal et al. 2000, Staal
and Sonsalla 2000, Staal et al. 2001), 2) complexé avec la neuromélanine retardant ainsi
sa libération cytoplasmique (D'Amato et al. 1987a, b, D'Amato et al. 1986) ou 3) en
interaction avec un certain nombre d'enzymes, en particulier celles liées a des flavines
et chargées négativement. Le MPP* cytosolique est ensuite transporté de maniére active
vers les mitochondries. Une fois a I'intérieur des mitochondries, le MPP™ inhibe l'activité
du complexe | de la chaine de transport d'électrons, qui conduit rapidement a une
diminution de la teneur en ATP tissulaire en particulier dans le striatum et le
mésencéphale ventral, les régions cérébrales les plus sensibles au MPTP (Fabre et al.
1999). Une chute du potentiel transmembranaire mitochondrial, une perturbation de
I'noméostasie calcique et la production de radicaux libres sont les conséquences de la
perturbation du flux d'électrons a travers le complexe | de la chaine respiratoire
mitochondriale induit par le MPTP (Przedborski et al. 2000, Rojas et al. 2000). Le MPP*
peut également stimuler indirectement I’accumulation des ROS en induisant le relargage
de la DA a partir des veésicules synaptiques dans le cytosol, probablement en raison de
I'incapacité des transporteurs VMAT?2 a maintenir les gradients de concentration a la

suite de la chute d’ATP (Figure 9).
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Figure 10 : Mécanismes intracellulaires impliqués dans la neurotoxicité du
MPTP dans les neurones dopaminergiques de la substance noire pars compacta
(SNpc). L’accumulation de MPP* dans les neurones dopaminergiques conduit (1)
a I’inhibition du complexe I de la chalne respiratoire mitochondriale, au découplage
de la chaine de phosphorylation oxydative et a la diminution du potentiel
membranaire mitochondrial qui concourent a la diminution des taux d’ATP, et (2)
a la formation d’especes radicalaires trés réactives qui endommagent les
macromolécules et participent a la désorganisation de la structure cellulaire.
L’accumulation des superoxydes (02°-) et peroxydes (OH°) ainsi que la
dégradation des constituants cellulaires induisent 1’expression de p53 ainsi que la
surexpression de Bax et sa translocation vers la membrane mitochondriale, au profit
d’une inhibition du membre anti-apoptotique Bcl-2. Ceci provoque la
perméabilisation de la membrane mitochondriale et la libération dans le cytosol du
cytochrome ¢ (Cyt C) qui interagit avec la molécule Apaf-1 pour provoquer
I’activation de la caspase-9, puis de la caspase-3, effectrice du processus
apoptotique. Le MPP™ pourrait étre transporté dans les vésicules synaptiques, par
les transporteurs vésiculaires des monoamines (VMAT), ce qui retarde sa libération
dans le cytoplasme.

Des études in vivo indiquent que les souris transgéniques surexprimant la SOD-1,
sont résistantes a la degénérescence des neurones dopaminergiques induite par le MPTP
(Przedborski et al. 1992a, Przedborski et al. 1992b, Przedborski and Levivier 1992),

confirmant lI'importance du stress oxydatif dans la neurodégénéerescence liee au MPTP.
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L'administration chronique de MPTP induit la mort des neurones dopaminergiques de
la SNpc par apoptose. En effet, une stimulation de 1’expression du géne Bax et de
I’activité des caspases-9 et -3 a été détectée dans ces neurones, avec en paralléle une
inhibition de I’expression du géne anti-apoptotique Bcl-2 alors que les souris knock out
(KO) pour le gene Bax et les souris transgéniques surexprimant Bcl-2 sont résistantes a
la neurotoxicité du MPTP (Przedborski and Vila 2003, Vila and Przedborski 2003). Il a
été également démontré que I'administration de MPTP conduit a I'accumulation et a la
nitration de 1’a-synucléine dans le cytosol des neurones dopadopaminergiques SNpc
(Mandir et al. 1999), et les souris mutantes n’exprimant pas la a-synucléine sont
résistantes a la neurodégénérescence dopaminergique induite par le MPTP (Dauer et al.
2002).

Ce type de modéle d’intoxication chronique est particulierement adapté pour les
études de neuroprotection, de neuroréparation et des mécanismes compensatoires mis
en place, raison pour laguelle nous avons développé un modele expérimental animal de

la MP qui s’inspire des modeles chroniques cité plus haut dans ce travail de these.

I1. La Neuroprotection : Implication des facteurs de susceptibilité
astrogliale

Les thérapies actuelles de la MP n'empéchent pas la progression de la maladie et
I'efficacité de ces traitements diminue au cours du temps, ce qui conduit inexorablement
a la mort du patient. Des études cliniques et de tomographie par émission de positrons
ont montré qu'au début des symptomes il y déja une réduction de 80% de la teneur en
dopamine dans le striatum, mais qu’environ 50% des cellules dopaminergiques de la
SNpc sont encore vivantes (Leenders 1997, Leenders et al. 1990, Linazasoro and
Leenders 2004), d’ou I’importance de développer des thérapies basées sur la
neuroprotection et la neurorestauration. Le concept de la thérapie par neuroprotection

est de créer et/ou modifier I’environnement physiopathologique de la région nigrostriée
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vers un environnement qui préserve les fonctionnalités des neurones DA (Airavaara et
al. 2012). La neurorestauration pourrait passer par un repeuplement en neurones
dopaminergiques grace a une transplantation en neurones dopaminergiques feetaux ou
en cellules neuroprogeénitrices endogénes (Sawle et al. 1992). Une approche pour le
neuroprotection serait d’identifier des facteurs neurotrophiques et/ou neuroprotecteurs
(Airavaara et al. 2012, Voutilainen et al. 2015) capables de stopper ou limiter des
processus menant a la mort cellulaire tels que le stress oxydatif et la neuroinflammation.
En raison de leur capacité a agir directement sur les mécanismes d’apoptose des
neurones dopaminergiques de la SN et la connaissance de leur mode d’action, les
facteurs neurotrophiques endogenes représentent des candidats sérieux pour le
développement de stratégies de neuroprotection (Airavaara et al. 2012, LeWitt and
Taylor 2008, Lindholm et al. 2007, Sarkar et al. 2016). D’ailleurs, certains agents
neuroprotecteurs endogeénes de nature peptidiques ont déja fait 1’objet d’essais cliniques
(Voutilainen et al. 2015).

Il est clairement admis que les astrocytes représentent la principale source de
neurotrophines et de facteurs antioxydants et neuroprotecteurs dans le cerveau, ils
contribuent, entre autres, a la neuroprotection et au ralentissement de la progression des
processus de neurodégénérescence (Miyazaki and Asanuma 2017) (Garzon et al. 2016,
Rappold and Tieu 2010, Sarkar et al. 2016). De ce fait, nous décrivons dans les
paragraphes suivants les principales activités biologiques des astrocytes dans le SNC et

leur implication dans la physiopathogenése de la MP.

1. Caractéristiques fonctionnelles des astrocytes

Les astrocytes (ou cellules astrogliales) font partie de la famille des cellules gliales
et représentent les cellules les plus abondantes du cerveau des mammiferes (Freeman
2010). Les astrocytes possedent un corps cellulaire d'environ 40-60 um de diamétre,

duquel partent de nombreux prolongements diversement ramifiés, leur conférant une
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forme étoilée, qui se termine le plus souvent par des parties élargies appelées pieds
astrocytaires (Oberheim et al. 2012). En raison de leurs interactions anatomiques avec
les différents types cellulaires du SNC, i.e. les neurones, les cellules épendymaires, les
cellules endothéliales et les péricytes, mais aussi les autres types de cellules gliales, les
astrocytes sont des éléments indispensables au bon fonctionnement cérébral ((Garzon et

al. 2016, Oberheim et al. 2012) (Figure 10).

Figure 11 : Représentations schématiques des propriétés morphologiques des
astrocytes et de leurs interactions avec des cellules du SNC. (a) Les astrocytes
protoplasmiques (A, B et C) caractérisés par de nombreux prolongements courts et
ramifiés. Leurs terminaisons appelées pieds astrocytaires entourant les corps
cellulaires des neurones (D et E) dans la couche pyramidale de I’hippocampe. (b)
Astrocytes fibrillaires (A et B) présentent de longs prolongements avec des
ramifications peu nombreuses mais qui s’étendent sur de grandes distances rentrant
en contact avec la paroi des vaisseaux sanguins au sein du cortex cérébral humain.
Reproduction du schéma de Cajal d’apres (Garcia-Marin et al. 2007).

Gréce a leur interaction anatomique et dynamique avec les différentes autres
cellules du cerveau, les cellules astrogliales assurent de multiples activités biologiques
(tableau 1); en particulier i) dans le développement et I’histogenése du cerveau ainsi que
dans la mise en place de la BHE (Sweeney et al. 2016), ii) dans la formation et la

maturation des synapses ainsi que la plasticité et la transmission synaptique (Parpura et
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al. 2017, Parpura and Verkhratsky 2012b, c, a, Verkhratsky et al. 2017b , Pekny and
Pekna 2016, Pekny et al. 2016), iii) dans la régulation du du débit sanguin cérébral, du
métabolisme énergétique et hydrique (Rich and Brown 2016), ainsi que de
I’homéostasie hydrique, ionique et en neurotransmetteurs du milieu cérébral (Dallerac
and Rouach 2016), et iv) assurent la protection des neurones via la production de
molécules antioxydantes et de facteurs neurotrophiques et neuroprotecteurs (Cabezas et

al. 2016).
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Tableau 1 : Principales activités biologiques des cellules astrogliales dans le cerveau

FONCTIONS

Fonctions homéostatiques

L] Maintien de I’homéostasie ionique (K*, Cl-, HCO3)

= Régulation du pH extracellulaire

= Régulation du volume extracellulaire
(Florence et al. 2012, Gee and Keller 2005, MacAulay et al. 2004, Rose and Chatton 2016, Rose
and Verkhratsky 2016, Verkhratsky et al. 2015)

Fonctions énergetiques et métaboliques
= Absorption du glucose a partir de la circulation
»  Fourniture des intermédiaires du cycle tricarboxylique
aux neurones (lactate)
=  Synthése et stockage du glycogene
= Régulation du DSC
= Biosynthése du cholestérol cérébral

(Falkowska et al. 2015, Hertz et al. 2015, Bastide et al. 2007, Biagini et al. 2012, Guizzetti and
Costa 2007, Hayashi 2011)

Régulation de la transmission et plasticité synaptique
= Homéostasie en neurotransmetteurs (glutamate, GABA, glycine et
monoamines) par systéme de capture et dégradation enzymatique
(Perea et al. 2014, Rose and Chatton 2016, Zorec et al. 2016)
= Apport de glutamine (précurseur de glutamate et GABA)
(Dvorzhak et al. 2017, Kirischuk et al. 2016, Mamczur et al. 2015)
= Production de gliotransmetteurs (D-sérine, ATP, glutamate, adénosine)
(Gundersen et al. 2015, Halassa et al. 2007, Halassa and Haydon 2010)
= Reégulation des processus de LTP (Stoltenburg-Didinger et al. 1996)

Fonction protectrice
*  Production d’agents antioxydants
(GSH et ses précurseurs, cystéine, ascorbate)
(Gegg et al. 2002, Mythri et al. 2011, Sandhu et al. 2009, Vargas et al. 2006)
* Production d’agents neurotrophiques et neuroprotecteurs
(NGF, BDNF, FGF-2, PDGF, GDNF, MANF)
(Cabezas et al. 2016, Lu et al. 1991, Mishra et al. 2007, Shinoda et al. 1990)
=  Production de facteurs anti-inflammatoires (IL-10, TGF-)
(Muranyi and Lacza 2007, Salmina 2009, Verkhratsky et al. 2017a)
= (Clairance d’ammonium et d’agents neurotoxiques (AP et a-synucléine
agreges). (Chen and Swanson 2003)
AP, peptide B-peptide; BDNF, brain-derived neurotrophic factor; DSC, débit sanguin
cérébral; FGF, fibroblast growth factor; GDNF, glial cell-derived neurotrophic factor;
GSH, glutathion réduit; IL, interleukine; MANF, mesencephalic astrocytederived
neurotrophic factor; NGF, nerve growth factor; PDGF, platelet-derived growth factor;
TGFB, glial cell-derived neurotrophic factor.

68



Etude bibliographique

Par ailleurs, les astrocytes réagissent a de multiples formes d’agressions et 1ésions
cérébrales aigues, telles que les accidents vasculaires ou les traumatismes, ou évolutives
I.e. les tumeurs cérébrales et les maladies neurodégénératives (Lee et al. 2010c, Pekny
and Pekna 2016, Pekny et al. 2014, Sidoryk-Wegrzynowicz et al. 2011) par un processus
communément appelé astrogliose réactionnelle (Parpura and Verkhratsky 2012b, Pekny
and Pekna 2016, Pekny et al. 2014). L'astrocyte « réactif » est caractérisé par des
changements morphologiques, transcriptionnels, moléculaires et fonctionnels, se
traduisant par une hypertrophie du corps cellulaire et des prolongements, une
surexpression des protéines du cytosquelette comme la protéine gliale fibrillaire acide
(GFAP, glial fibrillary acidic protein) et la vimentine (Ding et al. 2014). Les astrocytes
activés produisent aussi toute une série de facteurs normalement absents ou faiblement
exprimés par les cellules astrogliales quiescentes comme des molécules d’adhésion, des
facteurs de croissance, des cytokines ou encore des récepteurs de neuropeptides, qui
conferent aux astrocytes reactifs de nouvelles potentialités biologiques déterminantes

pour leur action au niveau du foyer lésionnel (Middeldorp and Hol 2011).

2. Role des astrocytes dans les processus neurodégéneératifs de la
maladie de Parkinson

Dans le cerveau des malades atteints de la MP une augmentation significative de
I’expression de la GFAP, témoignant d’une activation des astrocytes, a été observée au
niveau de la SN (McGeer and McGeer 2008). Le degré de réactivité des astrocytes varie
en fonction de la gravité de la pathologie (Colangelo et al. 2014), et de I’environnement
moléculaire au sein du foyer 1ésionnel. Ainsi, selon ’ampleur de la 1ésion les astrocytes
« réactifs » peuvent exercer une protection vis-a-vis des dommages en produisant des
molécules neurotrophiques, anti-inflammatoires et/ou antioxydantes (Pekny et al. 2016,
Pekny and Pekna 2016, Sandhu et al. 2009), ou a I’inverse exacerber les dommages via
I’induction d’une réponse pro-inflammatoire, d'une excitotoxicité et d'une libération

d’agents toxiques, pour au final précipiter la mort des neurones dopaminergiques de la
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SNpc (Finsterwald et al. 2015, Miyazaki and Asanuma 2017, Sidoryk-Wegrzynowicz
etal. 2011).

2.1. Effets bénéfiques des astrocytes réactifs

Les astrocytes produisent une variété de molécules trophiques et antioxydantes
ainsi que des substrats métaboliques tels que le GSH et la cystéine qui peuvent soutenir
et entretenir les fonctionnalités du neurone (Astro-Finsterwald et al. 2015, F et al. 2010,
Sidoryk-Wegrzynowicz et al. 2011). De nombreuses neurotrophines sont secrétées par
les astrocytes réactifs telles que le nerve growth factor (NGF), le glial cell line-derived
neurotrophic factor (GDNF), le brain derived growth factor (BDNF), le fibroblast
growth factor (FGF2), le basic fibroblast growth factor (bFGF), laneurotrophine 3 ou
encore le facteur astrocyte-derived neurotrophic factor (MANF), qui sont impliquées
dans les effets neurprotecteurs des astrocytes. L’analyse post-mortem de cerveaux de
parkinsoniens a révélé chez eux un taux particulierement faible en facteurs trophiques,
I.e. NGF, GDNF et BDNF dans la SN et le striatum (Chauhan et al. 2001, Mogi and
Nagatsu 1999, Mogi et al. 1999, Nagatsu et al. 2000a), indiquant que la privation du
support neurotrophique et neuroprotecteur pourrait exacerber la mort des neurones DA
de la SNpc. Inversement, 1’approvisionnement en ces facteurs exerce une protection
contre la neurodogénérescence des neurones dopaminergiques nigrostriataux dans des
modeles animaux ou cellulaires de la MP. Ainsi, des études in vivo effectuées sur le
modéle murin de la MP induit par I’intoxication a la 6-OHDA ont montré que l'injection
intra-striatale de MANF ou de GDNF exerce des effets neuroprotecteurs et assure une
répartition tissulaire (Airavaara et al. 2012, Lindholm et al. 2007, Voutilainen et al.
2009). La sur-expression du récepteur protease-activated receptor-1 (PAR1) dans les
astrocytes réactifs de la SN de parkinsoniens induit I’augmentation de I’expression et de
la production a la fois du GDNF et de 1’enzyme antioxydanteantixydante GPX,
fournissant une neuroprotection contre la dégénérescence cellulaire et la mort des

neurones dopaminergiques de la SNpc (Ishida et al. 2006). Des études in vivo ont montré
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que la surexpression dans les astrocytes de la SN du facteur de transcription nuclear
factor (erythroid-derived 2)-like 2 (Nrf-2) protége les neurones dopaminergiques de la
mort induite par le MPTP (Chen et al. 2009), prévient 1’agrégation de 1’a-synucléine et
les déficits moteurs associés a la MP (Gan et al. 2012). Cette résistance des neurones
dopaminergiques de la SNpc vis-a-vis du MPTP serait liée a ’activation dans les
astrocytes de génes impliqués dans les mécanismes de détoxification antioxydante et de
mort cellulaire par la liaison du Nrf-2 sur sa séquence cible antioxidant response element
(ARE) (Cavin et al. 2008, van Muiswinkel and Kuiperij 2005).

Les astrocytes réactifs peuvent également exercer des effets neuroprotecteurs dans
la MP en participant a la clearance de composés neurotoxiques comme 1’a-synucléine
agrégée (Lee et al. 2010a). Des études in vivo menées sur des souris transgeniques
surexprimant 1’ a-synucléine sous le contréle du promoteur neuronal PDGF-f ont montré
la présence d’a-synucléine neuronale dans les astrocytes, indiquant que cette protéine
peut étre transférée des neurones aux astrocytes (Lee et al. 2010b). Une fois a I'intérieur
des astrocytes, I’a-synucléine est dégradée par la voie lysosomale. Ainsi, les astrocytes
peuvent conférer une neuroprotection aux neurones dopaminergiques de la SNpc en
éliminant I'excés d’a-synucléine extracellulaire agrégée neurotoxique (Lee et al. 2010a,
Lee et al. 2010Db). Les stratégies visant a améliorer I'élimination et la dégradation de I’a-
synucléine par les astrocytes, pourrait donc constituer une cible thérapeutique

prometteuse (Figure 11).
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Figure 12 : Réle neuroprotecteur de I’astrocyte réactif contre Ila

dégénérescence des neurones dopaminergiques. Les astrocytes exercent des
effets neuroprotecteurs via plusieurs mécanismes a savoir 1) la production de
facteurs neurotrophiques tels que le bFGF, le GDNF et le MANF, 2) la libération
du glutathion (GSH), qui est ensuite clivé par la y-glutamyltranspeptidase située
dans la membrane plasmique astrocytaire pour générer du glutamate et de la
cysteinylglycine, précurseurs pour la biosynthése de GSH dans le neurone, 3) la
surexpression de genes codant pour des enzymes de détoxification anti-oxydante
par I’activation du facteur de transcription Nrf2, 4) la suppression de I’expression
de cytokines inflammatoires par 1’activation du facteur de transcription Nurrl et 5)
I'élimination et la dégradation des molécules cytotoxiques, telles que la o-
syynucléine aggrégée. D’aprés (Rappold and Tieu 2010).

2.2. Role dégénératif des astrocytes dans la MP
Des travaux récents suggérent que la production de facteurs inflammatoires par les
cellules gliales activées (astrocytes et microglie) serait impliquée dans la perte des
neurones dopaminergiques dans la MP (Hirsch and Hunot 2009, lannaccone et al. 2013,

Lee et al. 20104, Niranjan 2014, Vivekanantham et al. 2015). En effet, la surexpression

anormale, au cours de la MP, d’a-synucléine dans les cellules gliales altere les
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fonctionnalités neurotrophiques de ces cellules, exaspere la réponse inflammatoire gliale
(sécrétion accrue de cytokines pro-inflammatoires), produit un stress oxydant et
précipite la mort des neurones dopaminergiques (Aoki et al. 2009, Hirsch and Hunot
2009, Li et al. 2011, McGeer and McGeer 2004). 11 est intéressant de noter qu’un
traitement ciblant la réduction de la réactivite astrogliale a I’aide d’agents antioxydants
atténue le processus inflammatoire et prévient la neurodégénérescence dans la substance
noire chez les souris intoxiquées au MPTP (Brynskikh et al. 2010). Ces données
indiquent que I’activation des cellules gliales contribuerait a la neurodégénéréscence via
la production de cytokines pro-inflammatoires et de radicaux libres conduisant a une
rupture de I’équilibre RedOx (Airavaara et al. 2012, Rappold and Tieu 2010, Sarkar et
al. 2016).

L’ensemble de ces données indique que les cellules astrogliales, en contrdlant le
processus neuro-inflammatoire et le niveau de production de facteurs neurotrophiques,
d’agents neuroprotecteurs et de molécules antioxydantes, parametres qui pourraient
avoir une influence décisive sur la rapidité de la neurodégénérescence observée dans la
MP, jouent un réle important dans la progression de la MP (F et al. 2010, Fenoy et al.
2014, Rappold and Tieu 2010). Récemment, des travaux conjoints entre les unités
INSERM 1239, dirigé par le Dr David Vaudry, et UR11ESO09, dirigé par le Pr Mohamed
Amri, ont montré que I’octadecaneuropeptide ODN, qui appartient a une famille de
peptides exclusivement produits par les cellules astrogliales (Tonon M. C. et al. 2006),
présente une activité anti-apoptotique a la fois sur les astrocytes corticaux en culture
exposes a un stress oxydatif et les neurones traités a la 6-OHDA (Hamdi et al. 2012a,
Kaddour et al. 2013). L’étude du mécanisme d’action a révélé que I’ODN exerce son
effet protecteur en bloguant toutes les étapes clés du stress cellulaire oxydant et de
I’apoptose. L’ODN agirait en stimulant la biosynthése de GSH, I’expression et I’activité
des enzymes anti-oxydantes (SOD et catalase), et en réduisant la surproduction de ROS

induite par le H.O> (Hamdi et al. 2012b, Hamdi et al. 2011). De plus, I’administration
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de milieu conditionné de cellules astrogliales, traitées par un agent inducteur de la
sécrétion d’ODN, empéche la mort apoptotique des neurones granulaire du cervelet
provoquée par le H.O2 (Masmoudi-Kouki et al. 2011). L’ensemble de ces données
indique que le gliopeptide ODN, auquel nous nous sommes plus particulierement
intéressés, pourrait contribuer a limiter la vulnérabilité neuronale et la production
d’ODN et représenterait un mécanisme endogéne puissant de protection lors d’un stress

oxydatif.

I1l. L’endozépine, ODN

Les endozépines (EZs) désignent une famille de peptides capables de se lier aux
récepteurs des benzodiazépines (BZs), qui fut de ce fait initialement considérée comme
les ligands endogenes de ces récepteurs. Toutes les endozépines dérivent d’un méme
précurseur, un polypeptide de 11 KDa qui a été baptisé diazepam-binding inhibitor
(DBI), pour sa capacité a déplacer de fagcon compétitive le diazepam tritié sur des
préparations de synaptosomes (Costa et al. 1983). Le DBI est également connu, sous le
nom d’acyl-CoA binding protein (ACBP) pour sa capacité a lier les esters d’acyl-
coenzyme A et a stimuler la synthése d’acides gras (Mogensen et al. 1987). La structure
primaire du DBI, caractérisée dans de nombreuses espéces allant des bactéries aux
mammiféres, a été hautement conservée au cours de 1’évolution (Tonon M. C. et al.
2006, Tonon et al. 2013b), suggérant que les peptides de la famille des EZs exercent des
activités biologiques importantes. La séquence du DBI contient plusieurs résidus de
lysine, et trois d'entre eux délimitent les séquences correspondant a des fragments
biologiquement actifs, a savoir le triakontatétraneuropeptide (TTN, DBI17-50) et
I’octadécaneuropeptide (ODN, DBI33-50). Bien que les enzymes responsables du
clivage du DBI ne soient pas completement caractérisées, le TTN et I'ODN ont été

identifiés dans des extraits de divers tissus et organes notamment le cerveau de souris,
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du singe et de I’lhomme (Farzampour et al. 2015, Ferrero et al. 1984, Ferrero et al. 1986,

Slobodyansky et al. 1989).

1. Organisation et régulation de I’expression du gene du DBI

Le clonage et la caractérisation des ADN complémentaires (ADNCc) codant le DBI
ont été réalisés pour la premicre fois a partir d’'une banque d’ADNc de cerveau de rat
(Gray et al. 1986, Mocchetti et al. 1986). Les ADNc codant le DBI ont depuis été
caractérisés dans le cerveau, les glandes surrénales, le foie et le testicule humain (Gersuk
etal. 1995, Gray et al. 1986, Webb et al. 1987), dans le cerveau et le foie bovin (Todaro
et al. 1991, Webb et al. 1987), et dans le cerveau, le foie et les reins murins (Mocchetti
and Santi 1991, Owens et al. 1989). L’ADNc codant le DBI a aussi été cloné chez des
vertébrés inframammaliens, tels que le canard (Rose et al. 1994), la grenouille
(Lihrmann et al. 1994) et la carpe (Chang and Tsai 1996), mais également des
invertébrés comme la drosophile Drosophila melanogaster (Kolmer et al. 1994), le
papillon Bombyx mori (Matsumoto et al. 2001) et le ver du tabac Manaduca sexta
(Snyder and Feyereisen 1993) et la chenille Helicoverpa armigera (Liu et al. 2005), et
méme des végétaux (Chye 1998, Chye et al. 1999, Guerrero et al. 2006). Ces études

confirment la haute conservation du géne du DBI au cours de 1’évolution.

L’analyse par Southern-blot de I’ADN génomique de I’homme (Gray et al. 1986),
du rat (Mocchetti et al. 1986) et de la souris (Owens et al. 1989) a rév¢lé I’existence de
plusieurs genes codant le DBI dont un seul est fonctionnel. Chez I’homme, le géne actif
est localisé sur la région g12-21 du bras long du chromosome 2 (DeBernardi et al. 1988)
et les pseudogeénes sont situés sur les chromosomes 5, 6, 11 et 14 (Gersuk et al. 1995,
Todd and Naylor 1992). Les génes humain et murin sont organisés en quatre exons (E1-
E4), codant respectivement les régions 1-2, 3-41, 42-62 et 63-86 du DBI (Mandrup et
al. 1992, Kolmer et al. 1993, Swinnen et al. 1996), alors que chez la drosophile il ne

comporte que trois exons (Kolmer et al. 1994). Plus récemment, chez ’homme et le rat,
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un nouvel exon, nommé Elc, a été identifié dans le géne du DBI, qui code avec les 3
autres exons un transcrit de forme plus longue au niveau des adipocytes. L’analyse de
I’ADN génomique a révélé que I’exon Elc se situe dans I’intron entre les exons E1 et
E2, et que son expression serait sous le contréle d’un deuxiéme promoteur (P2) (Nitz et
al. 2005). Ces données renforcent les travaux de 1’équipe de Mandrup (Helledie et al.
2002) qui montrent que le géne du DBI, cloné a partir d’adipocytes humain et murin,
renferme au niveau de son intron 1 une ségquence consensus fonctionnelle, le peroxisome
proliferator-activated receptor (PPAR)-response element (PPRE), capable de lier les
facteurs de transcription PPARYy et retinoid X receptor a. L’ensemble de ces données
indique que D’expression du geéne du DBI est sous le contrdle de deux régions
promotrices P1 et P2 situées en amont et en aval de I’exon E1 initialement décrites chez

I’homme et le rat (Figure 12).

T u
wZ2wn
) ¥

Ela E1b Elc E2 E3 E4

ADN génomique -

AEFEKAAE EVRHLKTKPS DEEMLFIYGH YKQATVGDIN TERPGMLDET,GKAKWDAWNE LKGTSKEDAM KAYINKVEEL
17: 50
TTN
33 50
ODN

Figure 13 : Représentation schématique de ’organisation du géne du DBI chez
I’homme. Les exons sont numérotés de 1 a 4. L’épissage alternatif de I’exon 1, qui
est compose de 3 sous-exons Ela, E1b Elc, génére le DBI 1a, le DBI 1b, et le DBI
1c de 86, 105 et 87 acides aminés, respectivement. Les lettres représentées dans les
rectangles des 3 séquences du DBI correspondent a la séquence en acide aminés des
régions traduites par Ela, E1b et Elc. La région promotrice P1 controle I’expression
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du DBI 1la et 1b. Le promoteur P2 contrdle 1’expression du DBI 1c. Les sites de
fixation des facteurs transcriptionnels sont indiqués par des fleches noires. Les
fleches vertes correspondent aux sites d’initiation de la transcription a partir des
promoteurs P1 et P2. La sequence en acides aminés des régions traduites des exons
E2, E3 et E4 est indiquée. Les acides aminés communs aux 3 isoformes du DBI
sont représentés en violet et les résidus basiques en rouge. Les acides aminés
soulignés correspondent aux séquences du TTN (DBli7.s0; ——) et de I’ODN
(DBl33-50 ; ——)

L’absence de boites TATA et CCAAT, la présence de plusieurs éléments
initiateurs de la transcription et la forte teneur en acides nucléotides C et G dans la
séquence promotrice du géne du DBI, constituent autant de caractéristiques d’un géne
domestique. Néanmoins ce n’est pas le cas puisque le niveau d’expression du DBI est
variable dans différents types cellulaires (Alho et al. 1989, Mocchetti et al. 1986). Les
régions P1 et P2 du géne du DBI présentent plusieurs séquences consensus dont une
séquence glucocorticoid-response element (GRE), un CAAT-binding transcription
factor/nuclear factor 1 (CTF/NF1), un hepatocyte nuclear factors (HNF), un sterol
regulatory element-like sequence (SRE) et une PPAR. Il a d’ailleurs été rapporté que le
glucose et des hormones comme 1’insuline ou les androgenes régulent I’expression du
géne du DBI (Hansen et al. 1991, Rosen et al. 2005, Sandberg et al. 2005, Swinnen et
al. 1996). Plusieurs équipes ont aussi montré que certaines conditions expérimentales
modifient les niveaux d’expression cérébrale du gene d’EZ. Ainsi une diminution des
taux d’ARNm a été observée chez des rats affamés (Bhuiyan et al. 1995) et castrés
(Ettinger et al. 2004), tandis qu’une stimulation vestibulaire a haute fréquence augmente
I’expression d’EZ, chez le lapin (Barmack et al. 2004). 11 a également été montré qu’une
dépendance aux drogues i.e. I’alcool, la morphine ou la nicotine conduit a une
augmentation de 1’expression du géne du DBI dans le cerveau des rongeurs (Katsura and
Ohkuma 2005, Katsura et al. 2004, Ohkuma et al. 2001). De plus, chez ces mémes
animaux, l’interruption brutale de la consommation de ces substances, induit une

augmentation excessive des taux d’ARNm du DBI (Katsura et al. 2004). Des études in
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vitro sur des astrocytes en culture indiquent que 1’expression du géne DBI est stimulée
par différents agents inducteurs de stress cellulaire comme le peptide f-amyloide (Tokay
et al. 2005) et le H.O> (Ghouili et al. 2017). Toutes ces observations indiquent que le

gene du DBI ne peut pas étre considéré comme un «housekeeping gene».

2. Sources d’endozépines dans le SNC

Les EZs sont exprimeées dans divers tissus et organes, mais le SNC constitue la
principale source de peptides de la famille de I’ODN chez les mammiféres. Les études
par hybridation in situ et immunohistochimie indiquent que les EZs sont largement
distribuées dans le cerveau (Tonon M. C. et al. 2006, Yanase et al. 2002), avec des
niveaux particulierement élevés dans certaines régions telles que bulbe olfactif,
I'nypothalamus, I'hippocampe, le cervelet, le striatum, le cortex cérébral et les organes
circumventriculaires (Alho et al. 1989, Miachon etal. 1991, Tonon et al. 1990) (Tableau
2).
Tableau 2 : Teneur en ODN dans des structures cérebrales. D’aprés (Tonon et al.

1990)

Structure cérébrale Taux ODN (ng/région)
Bulbe olfactif 57.2
Cortex cérébral 427.8
Hippocampe 55.7
Striatum 28.5
cervelet 258.6

Hypothalamus 73.6

Quelques ¢études immunohistochimiques réalisées a 1’aide d’anticorps dirigés

contre le DBI ont montré une localisation des EZs dans les neurones (Alho et al. 1985,

78



Etude bibliographique

Christian et al. 2013), toutefois, la majorité des données de la littérature indique que les
EZs sont principalement exprimées dans les cellules astrogliales (Christian and
Huguenard 2013, Lanfray et al. 2013, Yanase et al. 2002). A titre d’exemple, une
immunoreéactivité de type ODN et/ou DBI a été détectée dans les astrocytes du cortex
cerébral, de I’hippocampe, de I’amygdale, du bulbe olfactif. On retrouve aussi du
marquage au niveau des épendymocytes bordant les ventricules cérébraux, des tanycytes
de I'nypothalamus (Alho et al. 1988, Lanfray et al. 2013, Tong et al. 1991, Tonon et al.
1990), des cellules de Bergmann du cervelet et des Gomori-positive astrocytes du noyau
arqué (Young 1994). De méme au niveau du systeme nerveux périphérique,
I’immunomarquage de type ODN et/ou DBI est li¢ aux cellules de Schwann (Lacor et
al. 1999). Enfin dans la rétine, les EZs sont exclusivement exprimées par des cellules
gliales spécialisées, les cellules de Miller.

L’analyse par chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC)
combinée au dosage radio-immunologique (RIA) a révélé qu’au niveau de
I’hypothalamus, I’immunoréactivité correspond essentiellement au DBI (Malagon et al.
1992), alors que dans le cortex cérébral, I’hippocampe et le striatum, des quantités
significatives d’ODN et de TTN sont retrouvées (Rouet-Smih et coll., 1992; (Malagon
et al. 1993, Rouet-Smih et al. 1992), indiquant que la maturation du DBI différe d’une

région cérébrale a I’autre.

3. Structure, maturation et régulation de la libération des
endozépines
3.1. Structure et maturation
A ce jour 10 variants de transcription du géne du DBI ont été identifiés chez
différentes especes de mammiferes avec des niveaux d’expression variables et tissus
dépendants (Ludewig et al. 2011a, Ludewig et al. 2011b). Les différents isoformes

correspondent a des protéines de nature hydrophile, de taille variant entre 85 et 135
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acides aminés. Chez I’homme, il existe 3 formes de 86, 88 et 104 acides aminés (Nitz et
al. 2005). La protéine de 88 acides aminés differe de la forme plus courte par ses 4
acides animés N-terminaux et résulte de la transcription du géne a partir d’un promoteur
alternatif (Nitz et al. 2005), tandis que la forme longue, qui présente une extension de
18 résidus en position N-terminale, résulte d’un épissage alternatif du transcrit primaire
(Kolmer et al. 1995). La forme longue du DBI composée de 135 acides aminés est
retrouvée chez I’homme et la souris. Chez la souris, elle résulte de 1’épissage alternatif
de I’exon 1, qui différe de la forme courte par son extrémité N-terminale (Ludewig et
al. 2011b, Nitz et al. 2005, Nitz et al. 2011). Les ARNm codant les difféerentes isoformes
du DBI sont majoritairement exprimés dans les tissus ou 1’on retrouve un métabolisme
lipidique important, comme le cerveau, le foie et le tissu adipeux (Ludewig et al. 201143,
Nitz et al. 2011, Vock et al. 2010).

La structure primaire du DBI comporte de nombreux résidus lysine, dont des sites
de clivage protéolytique en positions 17, 33 et 50, qui encadrent les séquences du TTN
et de I'ODN. D’autres fragments peuvent également étre générés dans le cerveau des
mammiféres sans pour autant étre deélimités par des résidus lysines tels que le
triakontaseptaneuropeptide  (DBlzo.75), 1’eicosapentancuropeptide (DBl2s.so) et
I’eicosaneuropeptide (DBIs1-70) (Guarneri et al. 1990, Slobodyansky et al. 1994). Les
enzymes responsables du processus de maturation post-traductionnelle du DBI ne sont
pas encore identifiées. Les seules informations disponibles concernent le clivage
endoprotéolytique de I’ODN, par I’enzyme endopeptidase a proline, au niveau des
séquences Ala?-Thr® and Val*-Gly® générant respectivement deux produits
biologiquement inactifs, ’ODN3.18 et ’ODN&s.18 (Leprince et al. 2006). Enfin, des
données plus récentes indiquent que le DBI pourrait étre clivé dans le milieu
extracellulaire par une protéase de type trypsine, générant du TTN et de I’ODN (Loomis
etal. 2010). L analyse conformationnelle du DBI, obtenue par modélisation moléculaire

sous contraintes issues d’expériences de résonance magnétique nucléaire, montre
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’existence de quatre hélicesa, H1 (entre les résidus Glu*-Leu®®), H2 (entre les résidus
Asp?2-Val®), H3 (entre les résidus Gly>2-Lys®) et H4 (entre les résidus Ser®-Tyr®). Le
TTN conserve I’hélice H2 du DBI (Berkovich et coll., 1990) alors que I’ODN,
correspond a une région non structurée du precurseur située entre les hélices H2 et H3

(Cinone et al. 2000) (Figure 13).

Figure 14 : Modélisation structurale tridimensionnelle du DBI humain. Les
lettres H1- H4 désignent les 4 hélices o comprises entre la région N-terminale
(NHZ2) et la partie C-terminale (COOH) de la protéine. Les lettres en vert délimitent
la séquence de I’ODN située dans une région non structurée s’intercalant entre la
seconde et la troisieme hélice. Les acides aminés correspondants aux extrémités de
chaque hélice sont désignés par les lettres en noir. Les numéros correspondent a la
position des acides aminés dans la séquence du DBI. D’aprés
https://www.ncbi.nlm.nih.gov.

3.2. Controle de la libération de ’ODN
L’absence de séquence signal nécessaire a l’adressage des protéines vers le
réticulum endoplasmique, ne permet pas I’empaquetage du DBI et de ses dérivés dans
des vésicules de sécrétion. En accord avec cette constatation, des études de microscopie
électronique confirment un immunomarquage diffus pour les peptides apparentés a
I’ODN dans I’ensemble du cytoplasme des cellules gliales du cervelet (cellules de

Bergman). Néanmoins, 1’analyse protéomique par spectrométrie de masse du sécrétome
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des cellules astrogliales de rat a révélé la présence de DBI dans le surnageant de culture
(Lafon-Cazal et al. 2003), mais cette sécréetion est insensible a la bréfeldine A, un
inhibiteur de transport vésiculaire golgien (Lafon-Cazal et al. 2003). Parallelement,
I’induction de 1’autophagie provoque une libération non conventionnelle de DBI par les
astrocytes de rat en culture (Loomis et al. 2010). Ces données indiquent que le DBI et
ses dérivés peuvent étre libérés par un mécanisme indépendant de la voie vésiculaire

d’exocytose classique.

Bien que le mode de sécrétion du DBI et de ses derivés ne soit pas encore
clairement élucidé, la sécrétion d’EZ est régulée par de nombreux facteurs et elle est
modulée dans différentes situations physiopathologiques. Le dosage RIA a I’aide
d’anticorps dirigés contre I’ODN révele que les taux des peptides apparentés a I’ODN
(ODN-LI) dans le plasma sont elevés chez les individus souffrant de choc septique
(Clavier et al. 2014). Des études in vitro montrent que la libération d’ODN-LI est
régulée positivement par des neuropeptides tels que le pituitary adenylate cyclase-
activating polypeptide (PACAP) ((Masmoudi et al. 2003, Masmoudi-Kouki et al.
2006)), I’'urotensine 11 (UII) et I' Ull-related peptide (URP) (Jarry et al. 2010), le peptide
B-amyloide (Tokay et al. 2008, Tokay et al. 2005), des hormones stéroidiennes (le
cortisol, la pregnenolone ou la progestérone) (Loomis et al. 2010), des cytokines (le
TNF- a et I'IL1-B (Clavier et al. 2016), ou encore des concentrations elevées en ion K*
(Farzampour et al. 2015), mais négativement par le neuropeptide somatostatine
(Masmoudi et al. 2005) et le neurotransmetteur GABA (Patte et al. 1999). Les études
pharmacologiques indiquent que la libération d’EZ par les cellules astrogliales et
rétiniennes met en jeu I’activité des transporteurs ABC par un mécanisme dependant de
la phosphorylation des protéines kinases (PK) PKA et PKC (Masmoudi et al. 2003,
Masmoudi et al. 2005, Qian et al. 2008, Tokay et al. 2005).
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4. Activités Biologiques de ’ODN dans le SNC

En tant que ligands naturels des récepteurs des BZs, I’EZ ODN est connue pour
interagir avec les récepteurs de ces molécules de type central, CBR (Central type
benzodiazepine receptor), qui font partie intégrante du complexe récepteur R-GABAA /
canal ClI (Costa et al. 1983, Ferrero et al. 1986). Comme le DBI, ’ODN a démontré sa
capacité a deplacer le diazépam et a moduler la transmission GABAergique via une
réaction allostérique (Guidotti et al. 1983). Les études électrophysiologiques et de
fonctionnalité cellulaire indiquent que I’ODN peut agir comme un agoniste ou un
modulateur allostérique positif (MAP), favorisant 1’action du GABA, ou comme un
agoniste inverse ou modulateur allostérique négatif (MAN), réduisant 1’action du
GABA, selon la composition en sous-unités du récepteur GABAa (Bormann 1991,
Farzampour et al. 2015).

Il a été démontré que I’ODN est également le ligand endogéne d’un récepteur
métabotropique couplé a une protéine G, qui se distingue des récepteurs classiques des
BZs sur le plan fonctionnel et pharmacologique (Guzzi et al. 2016, Gandolfo et al.
1997). 1l a ainsi été montré que I’ODN stimule le métabolisme des
polyphosphoinositides (PIPs) dans les cultures d’astrocytes de rat et des neurones en
grain du cervelet, via une phospholipase C (PLC) couplée a une protéine G sensible a la
toxine pertussique (Kaddour et al. 2013, Patte et al. 1995). Sur des cultures d’astrocytes
corticaux de rat, ’ODN augmente la concentration de calcium intracellulaire [Ca?*]i en
mobilisant les pools intracellulaires (Gach et al. 2015, Gandolfo et al. 1999, Lamacz et
al. 1996, Leprince et al. 2001). Sur ce méme modele cellulaire, I’ODN stimule I’activité
de I’adénylyl cyclase (AC) et ainsi la formation d’AMPc (Gach et al. 2015, Gandolfo et
al. 1999, Lamacz et al. 1996, Leprince et al. 2001). Enfin, la capacité de I’ODN a
stimuler la phosphorylation des protéines extracellular signal-regulated kinase (ERK)

1 et ERK2 a été retrouvée a la fois dans les astrocytes et les neurones en grain du cervelet
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(Hamdi et al. 2012a, Kaddour et al. 2013). Ces données indiquent que I’ODN est le
ligand naturel et spécifique d’un récepteur couplé a une protéine Gip et Gs.
4.1. Effets de ’ODN relayés par P’activation des CBR

Des études in vivo réalisées chez le rongeur montrent que 1’administration
intracérébroventriculaire (i.c.v) d’ODN (10 a 100 ng) provoque des effets pro-
conflictuels, anxiogenes, agressifs et pro-convulsivants (De Mateos-Verchere et al.
1998, Ferrero et al. 1986, Kavaliers and Hirst 1986) (Budry et al. 2016). Les effets de
I’ODN sur les comportements sociaux sont liés a I’interaction avec le R-GABAA, en tant
que MAN, a la réduction de la conduction de chlore et donc a I’augmentation de
I’excitabilité neuronale (Bormann 1991). Par une modulation similaire sur les R-
GABAA, I’administration centrale d’ODN chez la souris engendre une réduction du
temps de sommeil induite par une injection de pentobarbital (Dong et al. 1999), bloque
la prise de boisson et augmente I’aversion des animaux pour les solutions salées
(Manabe et al. 2001). L’incubation d’explants d’hypothalamus de grenouille en
présence de doses croissantes d’ODN (1071 M et 10-° M) induit par une action de type
MAN, une stimulation dose-dépendante de la synthese de neurostéroides (17-
hydroxyprégnenolone), de progestérone et de dihydrotestostérone (Do-Rego et al.
2001).

Il a également été démontré que I’ODN, via I’activation des récepteurs CBR / R-
GABAA\, stimule I’incorporation de thymidine tritiée dans les astrocytes de rat en
culture (Gandolfo et al. 1999). En accord avec cet effet prolifératif, ’ODN favorise la
prolifération des cellules souches neuronales progénitrices de la zone germinative sous-
ventriculaire chez le rat adulte (Alfonso et al. 2012). Inversement, 1’inhibition de la
transcription du gene du DBI par transfection de shARN in vivo, conduit a un arrét de
la croissance des neuroblastes associé & une réduction du nombre de neurones
néoformés au niveau du bulbe olfactif (Alfonso et al. 2012). L’ensemble de ces données

indique que I’EZ ODN pourrait exercer un effet neurotrophique et renforce 1’idée que
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ce gliopeptide est impliqué dans les processus de prolifération, de survie et/ou de
différenciation cellulaire.

Enfin, des études récentes indiquent que le DBI et ses dérivés régulent I’activité
du noyau réticulé du thalamus et la transmission thalamo-corticale (Christian et al.
2013, Christian and Huguenard 2013) (Christian et al. 2013) en provoquant un
renforcement de la transmission GABAergique via une action du type MAP (Christian

et al. 2013).

4.2. Effets de ’ODN relayés par le récepteur métabotropique

Des études in vivo montrent que I’ODN agit sur le comportement alimentaire et
reproducteur en modifiant 1’activité des noyaux hypothalamiques. Des ¢études
pharmacologiques indiquent que ces effets de I’ODN ne sont ni mimés par des agonistes
des CBR, ni bloqués par les antagonistes CBR (Tonon et al. 2013a). En revanche, le
cycloi-s[DLeus] OP, un antagoniste du récepteur de type métabotropique de I’ODN
((Leprince et al. 2001), bloque les effets du gliopeptide sur le systeme hypothalamique
(Matsuda et al. 2010, Tonon et al. 2013b). Injecté par voie i.c.v, ’ODN provoque une
réduction de la prise alimentaire chez les rongeurs ainsi que chez le poisson rouge (De
Mateos-Verchere et al. 1998, Matsuda et al. 2010, Matsuda et al. 2007). Cet effet
anorexigéne de I’ODN met en jeu une augmentation des taux des ARNm codant la pro-
opiomélanocortine (POMC), précurseur d'un peptide anorexigene I'a-melanocyte-
stimulating hormone (Compere et al. 2003), et une réduction de I’expression d'un
neuropeptide orexigene, le neuropeptide Y (NPY) dans le noyau arqué de
I’hypothalamus (Compere et al. 2005). Injecté par voie i.c.v, ’ODN stimule
I’expression du géne codant la corticotropin-releasing hormone (CRH) dans les noyaux
paraventriculaires (Compere et al. 2005) et réduit I’expression du géne codant la
gonadolibérine GnRH (Compere et al. 2004) dans les noyaux surpraoptiques. Le cyclo:-
g[D-Leus] OP, supprime les effets de I'ODN sur I'expression des genes codant le NPY,

la CRH et la GnRH. De plus, administre seul, le cycloi-g|[DLeus] OP augmente le taux

85



Etude bibliographique

d’ARNm codant le NPY et la GnRH, et inhibe l'expression de ceux codant la CRH,
indiquant que I’ODN endogéne exerce un tonus inhibiteur ou stimulateur sur les
populations neuronales hypothalamiques. Ces données mettent en évidence un effet
neuroendocrinien des EZs notamment via I’ODN et une modulation directe de I’activité

des neurones hypothalamiques.

4.3. Effets protecteurs de ’ODN sur les cellules nerveuses

Quelques études cliniques révelent que les taux d’EZ sont significativement plus
élevés dans le liquide céphalorachidien (LCR) de patients atteints de pathologies
cérébrales telles que 1’épilepsie, 1’encéphalopathie d’origine hépatique (Barbaccia et al.
1986, Rothstein et al. 1989) ou la maladie d’ Alzheimer (Ferrarese et al. 1990). Les sujets
atteints de la MP présentent eux aussi des concentrations élevées d’EZ dans le LCR
(Ferrarese et al. 1990, Ferrero et al. 1988). De plus, des études in vitro réalisées sur des
cultures de cellules astrogliales et de neurones en grain du cervelet montrent que I’ODN
agit comme un puissant agent neuroprotecteur (Hamdi et al. 2012a, Hamdi et al. 2011,
Kaddour et al. 2013), suggérant que la surproduction d’ODN observée dans les maladies
cerébrales pourrait étre un mécanisme compensatoire pour limiter la progression du
processus de neurodégénérescence. Administré a des doses subnanomolaires (sur les
astrocytes) et subpicomolaires (sur les neurones), I’ODN prévient la mort cellulaire par
apoptose en bloguant i) la surproduction de ROS intracellulaire, ii) la chute du taux de
GSH, iii) la surexpression du membre proapoptotique Bax et la répression du membre
antiapoptotique Bcl-2, et iv) la chute du potentiel mitochondrial ainsi que la stimulation
de I’activité de la caspase-3 induits par le stress oxydant (Hamdi et al. 2012a, Hamdi et
al. 2011, Kaddour et al. 2013) (Figure 14). De plus, au niveau des cellules astrogliales,
I’ODN stimule I’activité des enzymes antioxydantes SOD et catalase et prévient les
effets du H202 sur I’inhibition de I’expression et de ’activité de ces deux enzymes
(Hamdi et al. 2012b, Hamdi et al. 2011) ainsi que sur I’attaque oxydative de

biomolécules cellulaires (peroxydation lipidique et oxydation des protéines). Les effets
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antioxydant et anti-apoptotique de I’ODN sur les neurones et les astrocytes ne sont pas
abolis par le flumazénil, antagoniste des CBR, mais complétement bloqués par
I’antagoniste du récepteur métabotropique, le cycloi-g[DLeus] OP. De plus, deux
agonistes du récepteur métabotropique de I’ODN, 1’octapeptide (OP) et le cyclo OP,
testés dans la méme gamme de concentrations que I’ODN, reproduisent les actions
protectrices de ’ODN sur les neurones et les astrocytes (Hamdi et al. 2012a, Kaddour

et al. 2013).
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Figure 15 : Effets protecteurs de I'ODN contre la mort cellulaire induite par le
stress oxydatif. A. Les neurones (courbe bleue) les astrocytes (courbe orange) sont
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cultivés en conditions de stress oxydatif aigu, responsable d une apoptose d’environ
50% des cellules (cercles ouverts noirs et gris). Dans ces conditions, I’ajout de tres
faibles concentrations d'ODN (0,1 fM a 10 pM) dans le milieu de culture augmente
le nombre de cellules vivantes de maniere dose-dépendante. B. Les observations au
microscope a fluorescence révelent que I’ODN prévient les transformations
morphologiques (atrophie du corps cellulaire et rétraction des prolongements
cytoplasmiques) induitent par le stress oxydant dans les neurones et les astrocytes.
C. L’évaluation du fonctionnement mitochondriale a 1’aide de la sonde JC-1 révéle
que I’ODN empéche le dysfonctionnement des mitochondries (sonde forme
monomérique avec émission dans le vert) et maintient des mitochondries actives
(sonde forme agrégée avec émission dans le rouge) dans les neurones et les
astrocytes. D’aprés (Hamdi et al. 2012a, Kaddour et al. 2013).

L’¢étude des voies de transduction montre que I’effet glioprotecteur de ’ODN
contre les dommages oxydatifs induits par le H>O: fait intervenir 1’activation de la voie
AC/AMPc/PKA. En revanche, I’action protectrice de I’ODN sur les neurones en grain
du cervelet, lors d’une mort apoptotique induite par la toxicité oxydative de la 6-OHDA,
met en jeu I’activation de la voie PLC/IP3/PKC. En aval de I'activation de la PKA et de
la PKC, I'ODN stimule la phosphorylation des protéines ERK1 et ERK2. L’activation
de la voie de signalisation des mitogen-activated protein kinases MAPK/ERKS serait
responsable des effets de I’ODN sur la stimulation du systeme antioxydant endogene et

du blocage de toutes les étapes cle de I’apoptose (Figure 15).
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Figure 16 : Représentation schématique récapitulative des mécanismes
intracellulaires mis en jeu dans de I'effet protecteur de I'ODN dans les
neurones et les astrocytes contre la cytotoxicité oxydative. L’ODN, en
interagissant avec son récepteur métabotropique (ODN métabotropique-R),
sensible a I'antagoniste cyclo:-s[DLeus]OP, active la voie de signalisation AC/PKA
et PLC/PKC dans les astrocytes et les neurones, respectivement. La
phosphorylation d'ERK contrecarre i) I’altération de D’activité du systéme
antioxydant enzymatique, ii) la déplétion du taux de glutathion (GSH), iii)
l'inhibition de I’expression du géne Bcl-2 et la stimulation du gene proapoptotique
Bax et iv) I’oxydation des lipides et des protéines induite par des espéces réactives
d'oxygene (ROS). De plus, I’ODN bloque toutes les étapes clé de I’apoptose i.e. la
chute du potentiel de la membrane mitochondriale (¥m) et la stimulation de
I'activité caspase-3 responsables de la mort cellulaire. AC, adenylyl cyclase; Chel;
Chelerythrine; H20,, peroxyde d’hydrogene; MEK, protéine activee par mitogene
(MAP) kinase kinase ou MAPKK; PLC, phospholipase C, Cat, catalase; GSH,
glutathion réduit; H89, inhibiteur de protein kinase A (PKA); PKC, protéine kinase
C; SOD, superoxyde dismutase; U7312, inhibiteur de la PLC ; U0126, inhibiteur
de la MAP kinase kinase. —, action de I’ODN;—, action des ROS.
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Les données de la littérature présentées lors de cette introduction montrent que le
stress oxydatif, 1’apoptose et la neuro-inflammation sont des parameétres importants
dans la physiopathogenése de la MP et la progression des processus de
neurodégénérescence associés a cette pathologie (Dias et al. 2013, Hirsch and Hunot
2009). Des études expérimentales ont démontré que les cellules astrogliales permettent
de lutter contre les processus neurodégénératifs et exercent des effets protecteurs via
la production de diverses molécules solubles ou membranaires qui conférent un
environnement propice a la survie neuronale (McGeer and McGeer 2008, Sarkar et al.
2016). Parmi les molécules produites par les astrocytes réactifs, on trouve des facteurs
antioxydants et/ou neurotrophiques pouvant contribuer a la neuroprotection et au
ralentissement de la progression de la neurodégénérescence. Par exemple, les cellules
astrogliales synthétisent et liberent de I'ODN, un peptide qui présente un potentiel
protecteur puissant contre les dommages causés par le stress oxydatif, tant sur les
neurones que les astrocytes en culture. Ces résultats obtenus in vitro ont établi la
capacité de ’ODN a prévenir la surproduction des ROS, les dommages oxydatifs des
constituants cellulaires, le dysfonctionnement mitochondrial et 1’apoptose induits par
le stress oxydant (Hamdi et al. 2015, Kaddour et al. 2013). De plus, inhiber
la production ou I’activité de I’ODN entraine une plus grande vulnérabilité des
astrocytes et des neurones face au stress oxydatif (Ghouili et al. 2017). Des études
menées chez ’homme indiquent que les taux d’EZ (peptides de la famille de ’ODN)
mesurés dans le LCR sont plus importants chez les individus atteints de la MP que
chez les personnes en bonne santé (Ferrarese et al. 1990, Ferrero et al. 1988).
L’ensemble de ces données renforce I’hypothéese selon laquelle la production d’ODN
par les cellules astrogliales représenterait un mécanisme endogene puissant de
neuroprotection. Néeanmoins, a ce jour, aucune étude in vivo n’a été réalisée afin de
déterminer si les données obtenues sur les modeéles cellulaires in vitro peuvent étre

transposées in vivo.
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Dans ce contexte, mon projet de thése a été i) d’étudier la capacité de 1’ODN,
injecté par voie i.c.v a bloquer la neurodegénérescence, i.e. la perte des neurones
dopaminergiques de la SNpc, la neuro-toxicité oxydative et la neuro-inflammation,
observée dans un modele murin de la MP, a savoir des souris C57BI6J intoxiquées par
du MPTP; et ii) de rechercher les conséquences de I’invalidation du géne du précurseur
de I’ODN sur les processus neurodégeénératifs, en utilisant une lignée de souris

transgéniques KO DBI (DBI) traitées au MPTP.
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l. Modeéle animal

Les expérimentations de ce travail de these sont réalisées sur deux souches de
souris males. Des souris males de type Black C57BL/6 (laboratoire Janvier, Le Genest-
Saintlsle), pesant entre 22 et 25 g, sont utilisées pour la premiére partie du projet. Des
souris C57BL/6J BomTac de type sauvage (ACBP/DBI **), DBI hétérozygote
(ACBP/DBI*") et DBI homozygotes KO (ACBP/DBI™") provenant de la reproduction
des hétérozygotes de cette souche dans notre animalerie sont utilisées pour la deuxieme
partie du projet. Les animaux sont placés par groupes de 5 par cage, avec un acces libre
a un régime standard (UAR, Villemoisson-sur-Orge) et a I’cau. Ils sont maintenus dans
un local ventilé a une température de 22 + 1°C sous un cycle de 12 h de lumiére et 12 h
d'obscurité (lumiére entre 7 h et 19 h). Les animaux sont traités suivant les consignes
directrices de I'Union Européenne et le protocole expérimental a été approuvé par le

Comité d’éthique CENOMAX et le Ministére de la Recherche Frangaise.

1. Génotypage des animaux ACBP/DBI

Les souris transgéniques KO (ACBP/DBI™) issues des lignées C57BI1/6J Bom ont
¢été fournies par le Dr S. Mandrup (University of Southern Denmark). L’invalidation est
la conséquence du remplacement de I’exon 2 et des introns 1 et 2 du gene ACBP/DBI
par une cassette de 2 kb résistante a la néomycine grace au systeme LoxP sous le contréle
du promoteur phosphoglycerate kinase 1 (Neess et al. 2011). Les souris ACBP/DBI
sont viables, fertiles et nées dans un Ratio Mendelien normal, démontrant que
I'ACBP/DBI n’est pas indispensable aux fonctions physiologiques essentielles (Neess
et al. 2011).

1. Extraction d’ADN génomique

Un millimétre de queue des souris a genotyper est prélevé puis plongé dans du
tampon de lyse (Tris HCL 1 mM, NaCl 5 M, CaCl2 20 mM, SDS (dodécylsulfate de

sodium), 10% pH 8) additionné a la protéinase K (Invitrogen). L’ensemble est incubé
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toute la nuit a 56°C sous agitation 400 rpm. Le lendemain, le lysat est centrifuge 10 min
a 15000 x g et le surnageant de chaque échantillon est récupéré. Un volume de 750 pl
d’isopropanol (Sigma) est ajouté au surnageant pour précipiter I’ADN. L’ensemble est
finement mélangé par des mouvements de rotation afin de conserver les liaisons
phosphodiester. L’échantillon est centrifugé 5 min a 15000 x g. L’isopropanol est

¢liminé et le culot remis en suspension dans 100 pl d’eau.

2. Réaction de polymeérisation en Chaine (PCR)

La PCR est réalisée avec le kit GoTaq DNA polymerase (Promega). Dans un tube
de PCR, I’ADN issu de la digestion est ajouté a 20 pl de mix contenant la Taq
polymérase, les deoxynucleotides et les amorces. La PCR est realisée sur un
thermocycleur AB Veriti (Applied Biosystems).

3. Electrophorese

Le produit de PCR migre sur un gel d’agarose 2% contenant du Bromure
d'éthidium, a 100 Volts pendant 25 min. Puis le résultat du génotypage est visualisé

sur un analyseur de gel UV (BioRad).

1. Procédure des injections

1. Injection intra-peritonéale

Afin de minimiser les problemes secondaires qui peuvent se produire lors de
I’injection par voie i.p, I’animal est maintenu de maniére a ce que la téte ne puisse bouger
pendant la procédure et place téte vers le bas pour faire descendre les organes par gravité
afin de ne pas les toucher. Une fois immobilisé, 1’aiguille est inserée dans le cadran
inférieur de I’abdomen avec un angle de 45°. Un volume de 100 pl d’une solution saline
(0.9% ; pour les groupes contréle et ODN) ou d’une solution de MPTP (20 mg/Kg; pour
les groupes MPTP et OPN+MPTP) est injecté 3 fois dans la méme journée a deux heures

d’intervalle.
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2. Injection intra-cérébroventriculaire

L’injection i.c.v del10 ul d’une solution saline ou d’une solution d’ODN (10 ng/
animal) est effectuée a mains levées, dans le ventricule latéral de la souris selon la
procédure de Haley et McCormick (1957). L'injection est faite avec une microseringue
Hamilton de 50 pl (Hamilton Bonaduz ; Suisse) reliée a une aiguille de 3,5 mm (diametre
intérieur de 0,5 mm). La vérification de la précision du site d'injection i.c.v est contr6lée
a l'aide d'un colorant, le bleu de méthylene, sur des coupes frontales du cerveau,
montrant que plus de 95 % des animaux testés présentent des ventricules marqués par le
colorant. Il est également vérifié sur plusieurs animaux apres sacrifice les coordonnées
du site d’injection au niveau de 1'os pariétal qui se trouve a au moins 1,5 mm derriére le
bregma et a au moins 2,5 mm avant le point lambda, avec une latéralité entre 1 et 2 mm
de la ligne médiane du cerveau. Ces coordonnées stéréotaxiques correspondent au
ventricule latéral gauche dans I'atlas de Lehmann pour les souris : antériorité entre 2,95
et 4,15 mm ; latéralité entre 0,95 et 2 mm ; et une profondeur comprise entre 3 et 4,5
mm. Cette technique d'injection i.c.v a été approuvée par le comité d'éthique régional

pour l'expérimentation animale (Normandie ; n °: N/ 10-04-04-12).

V. Procédures de traitement

1. Souris de la lignée Sauvage

Quatre Groupes d’animaux ont été constitues, le groupe controle (n=12), le groupe
MPTP (3 x 20 mg/kg) (n=12), le groupe ODN (10 ng/animal) (n=12) et le groupe MPTP
+ ODN (n=12). Les animaux ont recu 3 injections i.p par jour, soit d’une
solution saline (groupe contrdle et groupe ODN) ou d’une solution MPTP (groupe
MPTP et groupe ODN+MPTP) intercalées de deux heures. Une heure aprés la derniere
administration de MPTP, une injection par voie i.c.v d’une faible dose d’ODN (10
ng/animal) a été effectuée aux souris des groupes ODN et ODN+MPTP. Les souris

contrble et MPTP ont été traitées de maniere similaire avec une solution de NaCl 0.9%.
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Le poids corporel des animaux a été relevé chaque jour tout au long de la durée de

I’étude.
2. Souris transgeniques

Les expériences reéalisées chez les souris transgéniques avaient pour but d’étudier
les conséquences de I’invalidation de 1’expression du géne précurseur d’ODN sur la
vulnérabilité des neurones dopaminergiques de la SNpc vis-a-vis de la neurotoxicité du
MPTP. De ce fait, trois groupes d’animaux ont été constitués ; groupe ACBP/DBI**
(n=8), groupe ACBP/DBI*" (n=12) et groupe ACBP/DBI"- (n=8). Afin de minimiser la
mortalité des animaux transgéniques, la dose de MPTP a été réduite de moitié si bien
que les souris ont recu trois doses de MPTP (10 mg/kg) par voie i.p, intercalée de deux
heures. Le poids corporel des animaux a été relevé chaque jour tout au long de la durée
du traitement.

V. Procédures expérimentales

1. Prélevement et préparation des tissus

Dans le cas des analyses transcriptomiques, les animaux, préalablement endormis
a I’isoflurane (Piramal Healthcare) sont sacrifiés par décapitation. Le striatum et la
substance noire du cerveau d’un hémisphere sont rapidement disséqués sur glace et
plongés dans du TriReagent (Sigma) afin de lyser le tissu et de préserver les acides
ribonucléiques messagers (ARNm). Pour les dosages biochimiques, un hémispheére est
broyé sur glace dans un tampon de lyse composé de PBS (phosphate buffered saline),
KCI (chlorure de Potassuim) 140 mM, EDTA 1 mM et d’inhibiteurs de protéases. Le
broyat est centrifugé a 960 x g pendant 10 min et soniqué, le surnageant est congelé pour
servir ultérieurement aux dosages. Pour les analyses histologiques, les animaux sont
anesthésiés avec de I’isoflurane (Piramal Healthcare). Aprés ouverture de la cage
thoracique, une incision est réalisée au niveau de I’apex du cceur et une canule

métallique est insérée dans le ventricule gauche. Par I’intermédiaire de I’ oreillette droite,
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les animaux sont perfusés avec 100 ml de PBS 0,1 M jusqu’a ¢élimination complete du
sang, puis les tissus sont perfusés avec 70 ml de paraformaldéhyde 4% (PFA). Les
cerveaux sont alors préleves et fixés 24 h dans du PFA (4%, 4°C, 24 h) puis placés dans
une solution de Saccharose (15%, 4°C, 24 h) et enfin dans une solution de saccarose
(30%, 4°C, 24 h). Afin de réaliser les différents marquages immunohistochimiques, des
coupes transversales de 14 um d’épaisseur sont réalisées a 1’aide d’un cryostat (Leica

Microsystems) et stockées a 4°C dans du PBS jusqu’a utilisation.

2. Réaction de polymérisation en chaine en temps reel (RT-PCR)
2.1. Extraction des ARNm
Au moment de la décapitation, le striatum et la substance noire sont plongés dans
1 ml de réactif TriReagent (Sigma). Les ARNm totaux sont extraits aprés ajout de 220
ul de chloroforme, centrifugés a 12000 x g pendant 5 min a 4°C. La phase aqueuse,
contenant les ARNm, est récupéreé et un volume de 350 pul d’éthanol (100 %) est ajouté
a cette phase puis centrifugée de nouveau a la méme vitesse. Les ARNm sont ensuite
purifiés dans une colonne aprés traitement a la DNase 1 avec le kit d’extraction
Nucleospin RNA Extract Il selon les recommandations du fournisseur (Macherey-
Nagel).
2.2. Dosage de la quantité et qualité de ’ARN
Cette étape est réalisée grace a un Nanodrop par lecture de la densité optique (DO)
a 230, 260 et 280 nm. Les ratios DO 260 nm/DO 280 nm et DO 260 nm/DO 230 nm
sont calculés comme indicateurs de la contamination en protéines, et en sels ou éthanol,
respectivement. Ces rapports doivent étre compris entre 1,6 et 2,0 pour poursuivre

I’expérience.

2.3. Transcription inverse
La transcription inverse correspond a la rétro transcription des ARN de

I’échantillon en ADNc par le biais d’une enzyme de transcription inverse (RT) au moyen
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du kit Improm-Il (Promega). La RT est réalisée sur un thermocycleur (AB Veriti,
Applied Biosystems).
2.4. Les étapes de la g-PCR

Chaque cycle de PCR comprend la dénaturation des deux brins d’ADN,
hybridation des amorces spécifiques sur les molécules simple brin d'ADN et enfin
élongation permettant la synthese du brin complémentaire.

La détermination des niveaux d’expression des genes d’intérét est réalisée par q-
RT-PCR en plaques 96-puits en présence de couples d’amorces spécifiques de chaque
cible génique (Tableau 3). Pour cela, les ADNc obtenus a partir de la rétrotranscription
des ARNm issus des hémisphéres cérébraux sont dilués au 1/20°™ et utilisés comme
matrice dans les réactions de RT-PCR. Ces réactions sont réalisées en présence de Fast
SYBR Green PCR Mastermix (Applied Biosystems), complété des amorces sens et anti-
sens des geénes cibles, utilisées a la concentration de 100 nM. La RT-PCR est réalisée
sur un thermocycleur ABIprism 7500 en suivant ce programme :

* 2 min a 50°C

* 10 min a 95°C

- 15 sec 4 95°C } 40 Cycles
* 1 min a 60°C

* pause a 4°C

Des genes de « ménage » (Actb et GAPDH) sont utilisés comme standards internes
pour corriger les variations de quantit¢é d’ARNm entre chaque échantillon. Les
variations d’expression entre les différents groupes expérimentaux sont déterminées

selon la méthode du 2-24Cq,
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Tableau 3 : Liste des genes utilisés en PCR.

GenBank Blast
Gene Sequence
accession number E value
Forward GAAACCGCTATGAAGTTCCTCTCTG 0.00003
IL-6 NM_031168.1
Reverse TGTTGGGAGTGGTATCCTCTGTGA 0.0001
Forward GAAGAAGAGCCCATCCTCTGT 0.005
IL-p NM_008361.3
Reverse TGTTCATCTCGGAGCCTGTA 0.013
Forward CACCGTCAGCCGATTTGC 0.14
TNF-a NM_013693.2
Reverse TGAGTTGGTCCCCCTTCTCC 0.013
Forward GAGGCTGACTTCCTGTATGCTT 0.001
Caspase-3 NM_009810
Reverse AACCACGACCCGTCCTTT 0.14
Forward GTGAGCGGCTGCTTGTCT 0.14
Bax NM_007527
Reverse GGTCCCGAAGTAGGAGAGGA 0.013
Forward GTACCTGAACCGGCATCTG 0.035
Bcl-2 NM_009741
Reverse GGGGCCATATAGTTCCACAA 0.013

3. Immunohistochimie

Les coupes de tissus sont incubées 1 h 30 dans du PBS (1 M, pH7.4), 5% de NDS
(Normal donkey sérum) (Sigma) et 0,3% de Triton X-100 (Prolabo) afin de
saturer les sites de liaison non spécifiques. Les coupes sont ensuite incubées une nuit
(15 h) a4°C avec I’anticorps primaire (Tableau 4) dans du PBS 1% BSA, et 0,3% Triton.
Apreés trois ringages au PBS (1 M, pH 7.4), les coupes sont incubées 1 h 30 a température
ambiante avec I’anticorps secondaire adapté (Tableau 4) melangé dans une solution de
BSA / Triton (1% / 0,3%). Les coupes sont a nouveau rincées trois fois dans du PBS
puis montées en Mowiol (Calbiochem) sur des lames porte-objet et recouvertes d’une

lamelle couvre-objet. Les lames sont finalement séchées pendant une nuit a 1’obscurité
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puis observées au microscope confocal a balayage laser TCS SP2 (Leica Microsystems,
Nanterre).

Tableau 4 : Liste des anticorps utilisés en immunohistochimie.

Anticorps Primaire | Espéce | Dilution | Fournisseur Anticorps Secondaire
Anti-TH Lapin | 1/1000 | Millipore, Molsheim | DAR-488
Anti-GFAP Lapin | 1/400 Dako, Les Ulis DAR-546

4. Western blot

La quantité de protéines totales dans I’extrait tissulaire est normalisée en utilisant le
réactif de Bradford. L'homogénat de chaque échantillon est centrifuge (14 000 x g, 4°C, 15
min). Les protéines contenues dans le surnageant sont précipitées a 4°C par addition d'acide
trichloroacétique glacé (TCA ; 10%). Les protéines précipitées sont ensuite récuperées par
centrifugation (12 000 x g, 4°C, 15 min) et lavées trois fois avec une solution alcool / éther
(30:70; v / v). Les protéines sont finalement dénaturées dans du Tris-HCI 50 mM (pH 7,5)
contenant 20% de glycerol, 0,7 M de 2-mercaptoéthanol, 0,004% (w/v) de bleu de bromophénol
et 3% (v/v) de SDS a 100°C pendant 5 min. Une quantité d’environ 20 g de chaque échantillon
est migrée par électrophorése sur gel SDS-polyacrylamide (SDS-PAGE, 12%) puis transférée
sur une membrane de nitrocellulose (Amersham, Les Ulis). Afin de bloquer les sites non
spécifiques, la membrane est d'abord incubée a température ambiante pendant 1 h dans une
solution contenant 5% de lait écrémé diluée dans du tampon Tris Salin contenant 0.5% de BSA
(TBS). Les membranes sont ensuite incubées avec 1’anticorps primaire dilué dans du TBS avec
0.1 % de Tween 20 (Tableau 5) pendant une nuit a 4°C. Le lendemain, les membranes sont
lavées trois fois avec du TBST puis incubées dans du TBS contenant 5% de lait écrémé avec
I’anticorps secondaire (1/5000°™, Santa Cruz) pendant 1 h & température ambiante. Aprés trois

lavages, les protéines sont révélées a l'aide d'un kit de détection de chimioluminescence (ECL
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System, GE Healthcare, Aulnay-Sous-Bois) et mesurées avec un systéeme d'analyse d'image

(BioRad, Chatillon).

Tableau 5 : Liste des anticorps primaires utilisés en Western blot.

Anticorps Primaire Espéce | Dilution | Fournisseur

Anti-TH Lapin 1/1000 Millipore, Molsheim, France
Anti-GFAP Lapin 1/1000 Dako, Les Ulis, France
Anti-GAPDH Lapin 1/4000 Santa Cruz, Nanterre, France

5. Mesure des dommages oxydatifs

Les dommages oxydatifs sont évalués en mesurant les produits d’oxydation des
lipides et des protéines. Les protéines totales des extraits tissulaires sont obtenues
utilisant un tampon de lyse constituée de Tris-HCI (50 mM, pH 8), EDTA (10 mM, w/v),
phenylmethyl-sulfonylfluoride (0.1 mM, w/v) et Triton X-100 (1%, v/v). L’homogénat
est par la suite centrifugé (16 000 x g, 20 min, 4°C). Le surnageant est conservé a —20°C

en vue du dosage des produits issus de I’oxydation des biomacromolécules.

5.1. Dosage du taux du malondialdéhyde (MDA)
Le malondialdéhyde (MDA), ou aldéhyde malonique est un produit de peroxydation
lipidique, issu de I’attaque des acides gras polyinsaturés par les ROS. Le taux de MDA
est déterminé selon la méthode de Drapper et Hadley 1990 en suivant les procedures
décrites dans le kit commercial (SIGMA MAK 085). Les échantillons sont mélangés
avec une solution contenant de I’acide trichloracétique (TCA, 20%) et de 1’acide
thiobarbiturique (TBA, 0.67%). Aprés incubation a 95°C pendant 30 min le mélange est
refroidi rapidement en plagant les tubes a 4°C. Aprés addition de n-butanol, le mélange
est vortexé puis centrifugé (3 000 x g, 10 min, 4°C). Un volume de 100 ul de la phase
supérieure contenant le MDA est soigneusement récupéré et placé dans une microplaque

de 96 puits. L’absorbance est mesurée a la longueur d’onde 532 nm a I’aide d’un
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spectrophotometre. Les taux de MDA sont calculés selon la loi de Beer-Lambert en
utilisant le coefficient d’extinction du complexe MDA-TBA de 1.56*10° M cm™.
5.2. Evaluation de ’accumulation des ROS
La teneur intracellulaire en ROS est déterminée par la mesure de la fluorescence
du 2’,7’-dichlorofluorescein (DCFH), dérivé d’un composé non fluorescent, le 5-6-
Chloromethyl 2°-7’dichlorodihydrofluorescein (DCFH2-DA), obtenu par déacétylation
et oxydation de ce dernier au niveau intracellulaire. Pour cela 10 pl des extraits tissulaires
sont incubés en présence d’une solution de DCFH2-DA (10 pM, 30 min, 37°C) puis I’intensité
de la fluorescence (A excitation = 485 nm et A émission = 535 nm) est mesurée a 1’aide d’un
lecteur de plaques (Bio-Tek FL800TBI).
5.3. Mesure de I’activité de la Caspase-3
Le dosage de D’activité de la caspase-3 est réalis¢ a 1’aide du kit Apo-ONE
Caspases-3/7 (Promega). Ce dosage est basé sur la mesure de l’intensité¢ de la
fluorescence rhodamine 110 ; bis-(N-CBZL-aspartyl-Lglutamyl-L-valyl-L-aspartic acid
amide (Z-DEVD-R110) ; a la suite de son clivage spécifiquement par la forme active
des capsases-3 et -7. 100 ul d’extrait tissulaire sont incubés avec 100 pul de tampon
caspases-3/7 (99 wl de tampon + 1 ul de substrat). L’activité de la caspase-3 (seule
exprimeée dans le cerveau) est calculée a partir de la pente de la fluorescence mesurée
toutes les 15 min pendant 3 h (A excitation = 485 nm and A emission = 530 nm) a I’aide

d’un lecteur de plaques Flexstation III (Molecular Devices).

VI- Analyses statistiques

Les analyses statistiques sont réalisées a 1’aide du logiciel GraphPad Prism
(GraphPad Software). Les données sont exprimées en moyenne (+ SEM) d’au moins 5
animaux indépendants. Un test Two-way ANOVA suivi d’un post-test de Bonferroni

est utilisé pour la comparaison de I’expression des génes en RT-PCR, les analyses issues
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des expériences d’immunohistochimie et I’activité de la caspase-3. Les différences sont

consideérées statistiquement significatives quand P < 0.05.
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Abstract

Parkinson’s disease (FD) is 2 neurode penerative disorder characterized by a progressive loss of dopamine (DA ) neurons.
through apoptotic, inflammatory and oxidative stress mechanisms. The octadecanenropeptide (ODMN) is a dizre pam-binding,
inhibitor (DB I}derived peptide, expressed by astmcytes, which protects newrons against oxidative cell damages and apoptosis
in an in vitro model of FD. The present study reveals that a single intrace ebroventricular injection of 10 ng ODN 1 h after
the last administration of 1-methyl-4-phenyl-1.2,3 f-tetrahydrogy ridine (MPTP) prevented the depeneration of DA neurons.
induced by the toxin in the substantia nigra pars compacta of mice, 7 days after treatment O DMN-me diated neuroprotection
was associaied with a reduction of the number of glial fibrillary acidic protein-positive reactive astmcytes and a strong inhibi-
tion of the expression of pro-inflammatory penes such as inrerlewking 1§ and &, and nenor recrosis factor- o Morower, ODN
blocked the inhibition of the anti-apoptotic pene Bel-2, and the stimulation of the pro-apoptotic genes Bax and caspase- 3,
induced by MPTP in the substantia nigra pars compacta. ODN also decreased or even in some cases abolished MPTP-
induced oxidative damages, overproduction of reactive axygen species and accumulation of lipid oxidation products in DA
newrons. Farthermore, DB knockout mice appeared to be more volnerable than wild-type animals to MPTP neurotoxicity.
Taken together, these meanlts show that the gliopeptide ODMN exerts a potent neuroprode ctive effect against MPTP-induced
degeneration of nigrostriatal DA neurons in mice, through mechanisms involving downmegulation of neurninflammatory,
oxidative and apoptotic processes. (0DN may, thus, reduce neuronzl damages in PD and other cerebral injuries involving
oxidative neurode peneration.

Keywords Meuropeptide ODN - MFTF - Parkinson's disease - Meurode generation - Neuroprotection - Inflammation and
midative esponse
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DA Dopamine

DBI Diazepam-binding inhibitor
G5H  Gluotathione

Glial fibrillary acidic protein
icw Intracerebroventricular

IL Interenkin

ip. Intraperitoneal

KO Knockout

MAQ  Monpamine oxidase

MDA Malondialdehyde

MPP*  1-Methyl-4-phenyl pyridiniom

MFTF  1-Methyl-4-phenyl-1,2,3 .6 tetrahydropyridine
ODN  Octadecaneuropeptida

POy Parkinson’s disease

SNpc  Substantia nigra pars compacta

TH Tymsine hydroxylase
Tumor necrosis factora

Introduction

Parkinson's disease (FD), a chronic neurodegenerative dis
order that affects around 2% of people aged over 65 years
worldwide [1, 2], is characterized by motor deteriorations
such a= postural instability, rigidity and bradykinesia |3, 4].
The pathological hallmarks of PD include a loss of dopa-
minergic neurons within the substantia nigra pars compacta
{SNpc), esponsible for a decrease of striatal dopamine (DA )
levels and associsted dysfunction of neuronal network integ-
rity [5, 6]. It is penerally accepted that PD develops as a
mesult of interplay between genetic and env ironmental fac-
tors [7-9] and imvolwes inflammatory and oxidative stress
processes [ 10-12]. In particular, increased levels of pro-
inflammatory mediators and free radicals in the SNpc, &=
ob=erved in both PD models and PL) patients, exace rhate DA
neuron degeneration [ 10, 13]. Various trestments ame wsed to
improve motor functions in PD patients, including admin-
istration of levodopa, surgical approaches and electrical
stimulation [7, 14, 15]. However, all the curment therapeutic
approaches remain palliative and do not cure the disease
[16]. Furthermone, these treatments have drawbacks and, in
some cases, can produce disabling side effects [17]. Thus,
ther is 2 need to find efficient neuroprotective agents which
could lead to the development of new therapies foreffective
imeatments of the disease.

It is well established that astrocy tes play an important role
in the protection of brain damagpe s induced by inflammeation
and onidative stress, and recent studies have highlighted the
newroprotective effiect of various factors expressed by astro-
cytes in PD models [18, 19]. Concurmently, several findings
have provided evidence that meactive astrocyles can exert
beneficial effiects and confer endogenous newroproiection by
sacTeting neurotrophic factors such as glial cell line-derived
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newroirophic factor (GDMNF) [20], ciliary neurotrophic fac-
tor {(CNTF) [21] and mesencephalic astrocyte-derived neu-
rotrophic factor (MANFE) [22]. Therefore, mvestigation of
the beneficial effects of meactive astrocytes, particularly the
capability of the factors they express to limit inflammatory
damages, oxidative stress imsolts and apoptosis, appears
crucial to protect DA neuroms. It is notably important to
identify new factors expressed by astrocytes, which can pre-
vent both oxidative stress and proinflammatory mediators
mesponsible for apoptosis-induced DA neuron degeneration.
In this context, the octadecaneuropeptide (ODMN), which
is exclusively produced by astroglial cells in the central
nervous system (CNS) of mammals [23-27] and exeris a
potent neuroprotective activity against &-hydroxydopamine
{6-0HDA Findoced o idative stress on cultured cerehellar
granule cells [28], conld be a promising factor. ODN is a
cliopeptide penerated through proteclytic cleavage of an
B6-amino acid precursor called dizre pam- binding inhibitor
(DBI) [29, 30, also known as acyl-CoA binding protein
(ACHF) [31]. The primary structure of DBI has been well
preserved during evolution [32, 33], suggesting that DBI-
derived peptides play important biclogical functions. Indeed,
DEI and its derived prodocts regulate food intake, behavio-
ral activities and energy metabolism [34-37]. In addition,
ACBFDBI regulates brain lipid metabolism, and fatty acid
metabolism-elated pene expression is compromised in brain
slices and astrocytes cultured from ACBP/DBI-deficient
mice [38]. Inerestingly, QDM has been shown to stimolate
nenrogenesis in the adult mowse brain [39], to increase glu-
tathione (G5SH) biosynthesis and antioxidant enzyme activ-
ity in cultured newrons and astropglial cells [28, 40, 41], and
to prevent oxidative stress-induced reactive oxygen species
(ROS) accumulation and cellular damages in cultured astro-
cytes [40, 42]. Experimental and clinical studies have also
shown that DM concentrations are increased in the plasma
of rats and humans subjected to gy stemic mflammation [43].
Consistent with these observations, we have recently shown
that ODN release, as well as expression of its precursor DEBI,
ae induced in astrocyies in response to mild oxidative insult,
and contribute to prevent cell death [44]. Altopether, these
data suppest that DM acts as a nearotrophic factor regulat-
ing profiferation andfor survival of neuronal cells, and may,
thus, contribute to prevent pro-inflammatory and oxidative
damages under injury conditions.

The prodmg 1-methyl-4-phenyl- 1,23 6-tetraby dropyri-
dime (MPTP), which replicates in human and non-human
mammals clinical hallmarks of PD syndrome [45-47], is
widely used to indoce DA meuronal cell death in animal
maodels [48, 49]. MPTP per se is not deleterions, but it is
oxidized by monoamine oxydase B expressed by astrocybes
into 1-methyl-4- phenylpyridinium (MPP*), which is toxic.
MPP* is then released into the extracellular fuid and con-
veyed by DA transporters into nerve terminals of DA neumon.
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MPP induces DA neuron apoptosis through the production
of RS, cansing inhibition of complex I of the mitochondrial
respiratory chain [50-52] associated with the ex pression of
the pro-zpoptotic protein Bax and activation of caspase-3
[33].

Although there is clear evidence that ODN exerts a strong
profective activity against oxidative stwe ss-induced apoptosis
on cultured neurons and glial cells, the potential newropro-
tective activity of ODN in wivo has not been tested so far
Themefore, the aim of the present study was to investigate
whether intracerebroventricular (fc.w) injection of ODN
could prevent DA neoron de peneration in a MPTP- induced
mouse model of PD, and to explore the vulnerability of
ODMN precursor knockout (K0) mice to MPTP-induced
menroto icity.

Materials and Methods
Animals

Animals used in this study were 10-week-old CSTBLIG
male mice purchased from Charles Rivers Laboratories
(L"Obrestle, France), and C5TBL/GIBomTac wild-type
(ACBR/DBI*), DBI heterorypous (ACBR/DEIY) and
DB homozy gous KO (ACBFDBEI ™) mice obtzined from
the imtercross of heterozygous animals after chamcteriz ation
by PCR analysis of DNA isolaied from tail biopsies [54].
Primers n=ed for the penotyping wene: rev: 5'GTATCTGCT
CATCTATTCGGCTTGGS", fwd: S'COGCTGAGGAGG
TGAAGCGOC3'. One week before the beginning of the
treatments, animals were housed four per cage on a 12-h
light/dark cycle at 21 °C with free access to food and tap
waler for acclimatization. Experiments weme approved by
the regional ethic committee for animal experimentation
(CEMOMEXA) and conducted by authorized investigators
according to the ecommendations of the European Union.

Lcv. Injections

Le.w injections of saline or ODN solutions (10 plimouse)
were conducted according to the procedure of Haley and
MoCormick [55], using a microsyringe (50 pl; Hamilton,
Bonaduz, Switzerland) connected to a needle (diameter
0.5 mm), of which the bevel protruded only 3.5 mm from a
puard, limiting its penetration into the brain. The free- hand
i.c.v. mjections in immobilized mice lasted approximately
5 5 and weme conducted as previously described [35]. Lo
injections were performed by an experienced investigator
who frequently controlled the e gularity and sucoess of the
injections, using methylene blue dye. and who ohserved
(after killing and frontal brain sectioning) that the injection
was snccessful in mome than 95% of the trials.

In vive treatment and experimental design

Animals were divided into four groups, ie, control (r= 15),
MPTP (r = 15), ODN (r = 15) and MPTP plus ODN
{n = 15). On the first day of treatment (M), each mice
received three intraperitonesl (ip.) injections of MPTP
(20 mg'kg) in 100 pl of 0.9% NaCl at 2-h intervals, and a
10 il i.c.v mjection of ODM (10 ng) 1 h after the last imjec-
tiom of MPTP (Table 1). Control animals received =aline
solution instead of MPTF with or without ODN. Seven
days after the beginning of the treatment (D7), mice weme
deeply anesthetized and killed to collect brains for real-time
PCR, Western blot, immunchistoche mistry and biochemical
experiments (see Table 1). Forexperiments using mice with
tarpeted deletion of ACBF/DEI (DEI~ and DEI*-), since
the objective was to observe a difference of toxicity between
wild-type and DBl animals, the experimental design was
similar except the doses of MPTP, which were reduced to
10 mg'kg.

Mice wemne exposed to MPTP {2 mg'kg, 3 times at 2 h
interval), ODN {10 ng/10 pl), MPTP and ODN or saline
solution {Macl 0.9%. Sham). On Day O (D0}, animals
received three intraperitoneal injections of 100 pl MPTP
at 2-h intervals and 1 h after the last injection of MPTP,
mice received 10 pl of intracerebroventricular mjection of
ODN (10 ng; ODN and MPTF + ODMN treated mice) or
saline solution (control and MPTP-treated mice). On D7,
mice weme killed and stristum as well as substantia nigra
tisspes were mmoved and analyzed by immunoflnorescence,
‘Western blotting and RT-gPCR approaches to assess by ros-
ine hydroxylass {TH), glial fibrillary acidic protein (GFAF),
apopiotic and proinflammatory pene and protein ex pression.
Tissue samples were also used to measure ROS and MDA
abundance. Brain from each group was also collecied at D1
for eal-time PCR analysis. The nomber of animals used in
each experiment (r) is indicated.

Immunchistochamistry

Animals weme anesthetized with isoflurane and intra-
cardially perfused with 0.9% NaCl to rinse blood ves-
sals, and then with 4% paraformaldehyde (PFA; Sigma
Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France ) to fix tissues.
After decapitation, the brains were mmoved and post- fixed
overnight in a 4% PFA solution at 4 °C. The brains weme
then immerged for cryopeservation in 15 and 30% socrose
solotion for 24 h each. Frozen brains wem sectioned in
the frontal plane at the levels of the SMNpc and striatum
into 10 pm thick slices with a cryomicrotome (CM3050;
Leica Microsystems, Manterre, France), and mounted onto
chromium potassium sulphate and gelatine-coated plass
slides. Thmee to four tissue sections from each brain wem
preincubated for 90 min in blocking solution containing
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Table 1 Experimental design of the study showing treatments and assays

Experimental design

= for vive reatiment

MPTP (20 mg/kg) ODM {10 ng/10 pl)

Brain collection

= Oxidative stressmarkers  p=i0
RO&
MIrA

P

Im .-_:III--.—EII——.II‘—" D1 _ o7
* Immunohistochemistry s +

TIT s anmg

GEAF stamimg
= Wesiern Mloiting p=10

TH

GEAP
= Beal time PCR analysis n=10 + +

Inflamm arion markers: TL-10 IL-6 ; THEF-t
Apoptosis markers: Caspasze-3; Bax, Bel-2

1:50 normal donkey serum, 1% bovine serum albomin,
and 0.3% Triton X-100 (V'WR International, Strashooarg,
France) in phosphate buffered salime (PB 5). Three—four
tizsue sections from each brain were then incobated over
night with an anti-tyrosine hy drox ylase (TH) rabbit pri-
mary antibody (1:1000 dilution; Millipore, Molsheim,
France) and others with glial fibrillary acidic protein
(GFAP) rabbit primary antibody (121000 dilution; Dako,
Les Ulis, France) at 4 °C. After three washes in FBS,
the tissues were incubated with secondary antibodies for
90 min at room temperature, ie., Alexa 438-conjugated
donkey amti-rabbit IgG or Alexa 5%4-conjugated donkey
anti-rabbit @G (1:400 dilution each; Invitrogen Life ech-
nologies, Longjumean, France). Finally, the slices wemr
rinsed thrice in PBS and cover slipped with Mowiol to per
form image acquisition using 2 TCS 5P2 upright confocal
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laser-scanning microscope (Leica Microsystems, Manterre,
France). Fluorescence quantification was conducted with
the video imaging software Imapgel.

Preparation of braln tissue axtracts for Westemn blot
and blochemical experiments

Animals were deeply anesthetized with pentobarbital
(Sigma Aldrich, 40 mg/kg body weight Lp.). After decap-
itation, SNpc and strigtum from each animal were dis-
sacted, homogenized in 1 ml lysis buffer containing 1%
Tritom X- 100, 50 mM Tris—=HC1, 10 mM EDTA plos Plerce
EDTA free protease inhibitor tablets (Thermo Scientific,
Paris, France) and centrifuged (14 000, 4 *C, 15 min).

109



Résultats

Weumprotective effects of the gliopeptide ODM In an In ¥ivo model of Parkinson's dissase

Western blot

‘Whole protein content in brain tissue extracts was measured
by using the Bradford reagent method and normalized. The
homopenate was centrifuged (14,000g, 4 °C, 15 min) and
the proteins contained in the supernatant weme precipitated at
4 °C by addition of ice-cold 10% trichloroacetic acid (TCA).
Precipitated proteins wem then ecovered by centrifugation
(12,000, 4 °C, 15 min) and washed thrice with an alcohol/
ether solution (30:70; w/v). The proteins were finally dena-
tured im 50 mM Tris-HC1 (pH 7.5) containing 2% ghycerol,
0.7 M 2-mercaptoethanol, 0.004% {w/v ) bromophenol bloe
and 3% (wiv) D5 at 100 °C for 5 min.

Protein samples (- 20 pg) wene subjected to a 12% SDS-
polyacrylamide pel electrophomesis (SD5-PAGE) and the
el was transferred onto a nitroce Nulose membrane (Amer-
sham, Les Ulis, France ). The membrane was first incubaied
at room temperature for 1 hin a blocking solution containing
5% skim milk in 50 mM Tris-buffered saline solution com-
pleted with 0.1% Tween 20 (TEST ). The membranes weme
then incubated with primary antibodies against TH (1: 1000
dilution; Millipore, Molsheim, France), GFEAF (11000 dilw
tion; Dako, Les Ulis, France) or glyceraldehyde- 3- phosphaie
dehydropenase (G APDH; 1:4000 dilution; Santa Cruz, Nan-
terme, France) overnight at 4 °C. The next day, membranes
wane washed with TH ST and then incubated in TBS contain-
ing 5% skim milk with a poat anti-rabbit secondary antibody
(15000 dilution; Santa Cruz) for 1 h at room tempe ratume.
Afier washing, proteins were revealed using a chemilumi-
nescence detection kit (ECL System, GE Healthcare, Aul
nay-Sous-Bois, France ) and measured with an imape analy-
sis system (B ioRad, Chitillon, France).

Caspase-2 activity

Amn aliguot of 100 pl of brain tissue extract was incobated
with the Apo-ONE™ homogeneous caspase-¥7 assay kit
{Promega). Fluorescence intensity was measured over a 3h
period with a Flex Station 111 microplate eader (Molecular
Devices, Sunmyvale, USA) at an excitation wavelength of
485 nm and an emission wavelength of 530 nm.

Meaasurament of oxldative stress markers
Measurement of intracellular ROS formation

ROS were detected by measuring the fluorescence of
2 T-dichlorofluorescein (CF) which is derived from the
deacetylation and oxidation of the non-fluorescent com-
pound DCFH-DA. An aliguot of 100 pl of brain tissue
extract (.24 + 0.02 mg'ml from SNpc and 0.6 + 003 mg/
ml from stristum) was incubated with 10 pM DCFH DA at
37 °C for 30 min in the dark and flnorescence was measured

with a fluorescence microplaie reader FLEMITEI (Bio-Tek
Instruments, Winooski, ¥'T, USA) using 485 and 538-nm
excitation and emission filters, respectively.

Measurement of malondialdehyde formation

Malondialdebyde (MDA, ie, a lipid oxidation product)
content was determined using an MDA, kit (Sigma Aldrich)
according to the manufacturer’s instructions. Briefly,
200 pl of brain tissue extract (- 0.24 mg/ml from SNpc
and - 0.6 mg/ml from striztum) was mixed with a solo-
tiom containing 1% butylhydroxytoluene and 20% TCA,
and then centrifuged (1000g, 5 min, 4 °C). The supermatant
was mixed with 3 solution contzining 0.5 M HCI, 120 mM
2-thio-barbituric acid plus 26 mM Tris—-HC] (pH 7.5) and
heated at 95 *C for 60 min. After cooling, the absorbance
‘was measured at 532 nm (Flex Station [ Molecolar Devices,
Sunmyvale, USA).

Real-time PCR analysis

Total RMAs from the mouse SNpc or striagtum, obtained at
1 and 7 days after MPTP treatment, weme exiracted using
Tri-Reagent (Sigma Aldrich) and purified with the Nucle-
oSpin RMA kit (Macherey—MNage], Hoerdt, France ). The con-
centration of RNA was measured with & Thermo-Scientific
MNanodrop 3000 spectrophotometer (Labtech, Palaizean,
France) at an ahsorbance of 260 nm. One micro gram of total
RMA from each sample was converted into single stranded
cDMNA using the Improm-Il reverse transcriptase kit (Pro-
mega, Madison, W1, USA) with mndom primers (0.5 pgf
ml). Three ng cDDMNA weme then amplified in the presence of
1X SYBR Green Mastermix {Applied Biosysiems, Courta-
boeuf, France) containing preset concentrations of dNTPs.
and MgCl, with forward and reverse primers (Table 2), using
an ABI Prism 7500 Saquence Detection System (A pplied
Biosystems). The mlative amount of cDMA in each sample
was calculaied using the comparative quantification cycle
{Cq) method and ex pressed as 2479 ysing GAP DH, which
was constant in all treatment conditions, a5 an internal stand-
ard for variations in amounts of imput mRMNA

Statistical analysis

The data amre presenied as the mean + SEM of at least three
inde pendent experiments. Statistical anabysis was performed
using the PRISM software (GraphPad Software, San Diego,
CA, USAL A two-way ANDOYA, followed by a Bonferroni’s
post hoc e st was used, and differences were considered sta-
tistically significant when P < 005,
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Tabie 2 M$m Cene nﬂ:ﬂha:l:mm Bequence Blast E valne
=x perimends
-6 KM_031168.1
Forward GAAACCOCTATOAAGTTOCTCTCTG 000003
Reverss TOT TRGGAGTROTATCCTCTGTGA 00001
n-g KM_D083461.3
Forward GAAGAAGABOOCATCCTCTGT 0005
Reverse TOTTCATCTCOGAGCCTGTA 0013
THFa MM_013693.2
Farward CACCOTCAGCOGATTTOD 0.14
Reverse TOAGT TGGTCOCOCT TCTOD 0013
Cazpase-3 MM _008510
Forward GAGGCTGACTTCCTGTATGCTT 0001
Reverse AACCACGACOCGTCCTTT 0.14
Bax MM _007 527
Farward GTGAGCGGCTGCTTGTCT 0.14
Reverse GOTOCCGAAGTAG GAGAGGA 0013
Bel-2 MM _005741
Ferward GTACCT GAACCGOCATCTG 0035
Reverse GOGOCCATATAGTTCCACAA 0013
Results - Ahn e MR TN G e mIRL LI IR
25 —
ODN protects dopaminenglc neurons
against MPTP-Induced degeneration

MPTF administration induced a significant decre ase in body
weight within 2 days after the beginning of the treatment,
while QDN administration, which had noeffiect compared to
control, counteracted body weight loss doring all the period
of treatment in MPTP-treated mice (Fig. 1). Although the
body weight of MPTP-treated animals remained slightly
lower than in the other groups over the following 6 days,
the differences weme no longer significant (Fig. 1). Toevalo-
ate the efficiency of MPTP administration, immunochisto-
chemical and Western blot experimenis were performed
(Fig. 2). Consistent with previous reports [56, 57], acute
administration of MPTF (20 mgfkg, 3 times at 2 h interval)
induced 3 massive loss of DA nearons in the SNpc within
T days after intoxication when compared to saline- treated
animals (Fig. 2A-a b). Quantification of the fluorescence
mean inensity of TH expression in the SNpc revealed a
43% decrease in MPTP-meated animals compared to sham
=nimals (Fig. 2B ). Western blot analysis also confirmed that
the TH protein level was decreased in the SMNpc (— 62%:;
Fig. 2C-a) and the stristum (— 58%; Fig. 2C-b) of MPTP-
treated mice. We next examined whether ODN could prevent
MPTP-induced cell death of DA neunons. While Le.v. injec-
tion of ODMN (10 ng/10 pl) alone had no effect on TH expmes-
sion (Fig. 2A-c, B), administration of ODM to MPTP-treated
mice suppressed the loss of DA nearons induced by the toxin
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A1 Time-courss of the afizct of ODN on body weight of MPTE
treaded mice. On day 1, mice meoeived 3 intraperitoneal {Lp.) injec-
tioms of sfine solubon (0.9% Nall; Sham filld drcle) or MPTP
{20 mg'kg; red squane) at 2 h of interval, followed by intracen broven-
tricular (Lo injpction of saline or QDN (10 ngf0 pi) 1 b afer the
last ip imection of salime (blee trangle) or MPTP (green mveried
triangle) soluton. Body weight of each mouse was measored daily
from day | o dey T after MPTP trestment. Each value mpresnts the
mean ([ +5EM) from 15 animals and statistical analysis was conducied
by ANOVA followsd by Bonferroni's test. *F < 005 vx saline-treated
mice; ®F < 001 ve MPTP-treated mie

in the 5Mpc and prevenied the degeneration of nerve fibers
in the striatum (Fig. 24-d. C). Quantification of the Auomes
cence mean intensity of TH ex pression in the SNpc revealed
that ODN counteracted by B6% (P < 0U01) the decrease of
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Fig. 2 DDN mverses the reduc- A

tiom of fymosine nydeoy L
expression in MPTP-ireated
mice. A Represniative images
af tyrosine by droxylase (TH)
immumostaining im the sibe
siantia nigra pars compacts
{5Mpc) T days afier trest-
ment with Nal'l (Sham: A-a),
MPFTP (3% 20 mp'kg: A-h),
ODN (10 ngf 10 p; A-c) and
MPTP + DDN (A-d) Scale
bar = 100 ppm SNpc (substan-
tin nigm pary compacia), SNr
{substantia migm pary ratio-
Late), VTA {ventral =pmental
ama). B Relative TH imemu-
nofuoe scence intensity of

IhX-

L

HInnreseener: Inrenelty of TH In Shpe B2

surviving dopaminergic neurons
in the SNpc 7 days after MFTP L

ireatment alone or with ODMN. !
° Densitometric anabysis of il

TH protein levels in the SNpc
(C-n) and striztum (C-b) of e
sham-, MPTPE-, ODM-, and

MPTP + DD teaied mice. arn

Digital photographs illnstmbe
the expression of TH afier
immumoblotting. and graphs
dizplay the relative abundances
af TH measared by densibom-
ety of the bands obtxined in
immunoblots and standardined
with GAFDH. All valoes ame
expressed as mean + SEM from
5 mmimals and stati sical analy sis
was conducted by ANOVA
followed by Bonferroni’s st
P 2001, **=P 0001 vs
saline-trenied mice; P« 003,
S 001, *MP s 0001 vs
MPTP-treated mice
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TH-immunomeactive neurons induced by MPTP (Fig. ZB).
‘Wesbern blot experiments confirmed that ODN administra-
tion to MPT P-treated mice significantly prevented the reduc-
tiom of TH protein expression in the SNpc (116% vs MPTP
group) and in the striatum (B6% vs MPTP group) within
T days after treatment (Fig. 2C). ODN alope had no effiect
on TH expression in the SNpc (Fig. 2C-a) and the striatum
{Fig. 2C-b) when compared to sham-treated animals.

In agreement with previous mesults [58], a strong increase
in GFAP immunostaining. 3 hallmark of astrogliosis, was
detecied throughout the SMNpc T days after MPTP intoi-
cation, paralleling the koss of DA peurons (Fig. 3A-a, b).
Administration of ODMN alone did not modify the expres-
sion of GFAP compared to sham animals (Fig. 3A-a, c), but
administration of QDN to MPTP-treated mice completely
blocked the astrogliosis indoced by the toxin (Fig. 3A-d).
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Observation of GFAP-positive cell morphology at high mag-
nification in the SMpc evealed that, in MPTP-treabed mice,
astrocytes display a hypertrophic and activated phenotype
{data not shown). Quantification of the fluoescence mean
intensity of GFAP expression in the 5MNpc showed a sig-
nificant increase (+ 133%) of activated glial cells in MPTP-
treated mice compared with saline-treated animals (Fig. 3B).
This increase in GFAP expression indoced by MPTP was
totally blocked by ODM treatment.

ODN Inhiblts MPTP-induced pro-Inflammatory
and pro-apoptotic gene expression

Since MPTP induces an inflammatory response that facili-

tates neurode peneration, we examined the effect of ODMN on
the expression of pro-inflammatory penes in MPT P-treated
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0= E300% Tl

Fg.2 DDN suppeswes agrogliozis in MPTP-treated mice. A Rep-
rezenintive images of GFAP immunostiming in the suk in migra
pas compacta (SNpch T days afier beatment with Kall (Shamg
A-z), MPTP (3 = 20 mpkg; A-b), DDN (10 ng'l0 pl; A-c) and
MFIP + ODN (A-d). Scale bor = 100 pm. SNpo (subsiantia nigm
jpars comparta). SNr (substantia nigra pary reficaate), VIA (ventral

mice by means of real-time PCR . Consistent with the lit-
erature [10, 59], the mRMA levels of inferlewkin & (IF6;
+ T6.9% vs sham group) and fumer Recrosis factor-a (TrE
a; +115% vs sham group) were markedly increased in the
SNpc of MPTP-treaied mice T days afier the beginning of
the treatment (Fig. 4a, b). An iic.v. imjection of ODN to
MPT P-treated animals sbolished the stimulatory effect of
MPTF on fi-6 {-32.8% vs MPTP group) and Thfa (-67.4%
vs MPTP group) mREMA levels (Fig. 4a, b). While -1 5 gene
expression was not increased on day 7 in MPTP-treated
animals (Fig. 4c), it was significantly enhanced 1 d=y after
administration of the toxin (supplementary data, Fig. 14},
show ing 8 time-de pendent evolation of the pro-inflammatory
mesponse. This early increase of fi-1§ expression was also
blocked by ODMN mjection to MPT P-treated animals (sup-
plementary data, Fig. 1A).

Toexplore the effect of ODN on MPTP-induced apopto-
sis, the expression of several anti- and pro-apopiotic penes
was imvestigated. The resulis showed that Bax and caspase-3
mRMNA expession levels were increased by 76 and 91%,
mespectively, in the SMpe (Fig. 4d, &), and that QDN totally
blocked the MPTP-induced increase of Bax and caspase-3
expression (— B1 and — 775, respectively, vs MPTF group;
Fig. 4d_ e). No change in Bcl-2 mRNA expression level was
detected 7 days after MPTP treatment (Fig. 4F) but a sig-
nificant decrease of the pene expression (— 48% vs sham
proup) was observed 1| day afier administration of the toxin,
and this effect was blocked in animals that received ODMN
{supplementary data Fig. 1B). Besides its effect on gene
expression, ODN also prevented MPTP-induced stimuolation
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tzpmental area) B Relstive GEAP immunofluoescence imensity in
the SNpc 7 days after sham, MPTP., ODMN, and MPTP + ODN treasi-
ment. All values areexpessed as mean + SEM from fve animals and
statistical analysis was conduced by ANOVA followed by Bonferro-
mi's et *** P < 00001 vs saline-tmeated mice; **F < 0,001 v MPTE-
treaded o

of caspase-3 activity within 7 days of treatment, in both
the SMNpc and strigtom (— 89 and — 9%6% vs MPTF group,
mespectively; Fig. 5a, b).

ODN prevents the effect of MPTP on RO5
accumulation and on cxidative damages

To imvestigate the shility of ODM to block MPTP- induced
oxidative stress, ROS content in 5MNpc and striatum homioge-
nates was measured with the CM-H, DCFDA probe, which
becomes fluomscent npon oxidation by ROS. Seven days
after MPTP treatment, the level of ROS was significantly
increased in comparison to saline-ireated animals both in
the SMpc (4 44%; Fig. 6a) and in the striatom (+ 77%;
Fig. 6b). The action of MPTF on RS accumolation was
associgted with a significant increase of MDA, a product of
the oxidative breakdown of highly unsaturated fatty acids,
both in the SNpe (+43%:; Fig. 6c) and the striatum (+ 66%:
Fig_ &d). ODN administration totally prevenied the increase
of ROS and MDA levwels indoced by MPTP intoxication in
both SMpc and striatum (Fig. 6).

MPTP induced toxicity Is enhanced In DEI-KO mice

We next inwestigated the impact of the deficiency of the
ODN precursor, ie, DB, on DA nearon loss, glial acti-
vation, and expression of pro-inflammatory and apoptotic
mediators in the SMpc and striatum of MPTP-treated mice.
For these experiments, DBEI*+, DBI*- and DEI~~ mice
received 3 mjections of MPTF (10 mg/kg) at 2 h interval on
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Fig. 4 DDN prevents pro-
inflammaiory and pro- apopiotic
pene ex pression in MPTP-
reated mhce. Quantifcation of
IL5 (m), Tnfa (b), I-IF i), Bax
{d), Caspare-3 (e) and Bl-2 (fy
mit MA kel in the suhstantia
migm pars compacta (SMpc)

@
af the mouse brain 7 days
after treatment with Malll )
(Stami), MPTP (3 % 20 mgf _ ;
kgh, ODMN {10 ngf0 pl) and L
MPTPF + ODN. Deta wes
ame expresed ax a pereentxpe of il |j

1 -

R

L

T.-n mRMNA levels M nf cmneml;

mormelized uxing the GA PDH
houselrrping gene os an
internal control and the results

comtrol. Diata are mean + SEM
obizined from 10 animals mnd
sintistical mnalysis was con-
ducied by ANOVA followed by
BomErroni's test #P < 005 vs
saline-trenie d mice; *F < 0035, n a1z
=P < 001 vs MPTP-reaied

mice
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day (0, and were killed on day 7. As illustrated on Figs. TA,
DA newrons of DBI™~ mice were mom sensitive to MPTP
than DBIH- and DBIH animals. In particolar, a deficiency
in DBI strongly potentiated MPTP-induced DA neuron
apoptosis in the veniral tegmental area (VTA), indicat-
ing that the endopenous DEI-derived peptide ODN may
be involved in the wounding and protection of DA VTA
newrons. Western blot quantification of TH expression lev
els im the SNpc (Fig. TB-2) and striatum (Fig. TB-b) con-
firmed that MPTP induced a greater loss of DA peurons
in DBI~"~ mice than in wild-type animals. Furthermore,
(-PCR analysis revealed that icv injection of ODN (10 ng)
prevented MPTP-evoked inhibition of TH gene expression
in wild-type mice (supplementary data, Fig. 2A) and that
ODM deficiency in DBI~"~ mice leads to a decrease of TH
mRMA level in DBI~~ mice (supplementary dats, Fig. 7B
GFAP immunostaining and Western blot analysis showed
that MPTF treatment significantly increased the nomber
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of activated GFAP-positive cells (Fig. BA) and the GFAP
expression level (Fig. BB) in the SNpc and striatum of
DEBI- mice when compared to wild-type animals.

In addition to astroglial activation, 7 days after injec-
tion, MPTP treatment induced a significant increase of /l-6
mRNA level in DBl animals (Fig. %) while Trfa mRNA
level was not significantly modified. Concurrently, a sig-
nificant increase of Bax (4 92% vs DBIYY group) and cas-
pase-3 (+ 40% vs DBI** group) pene expression occurmed
{Fig. 9c, d). Finally, the level of activaied caspase-3 is higher
in DB~ mice than in wild-type mice (Fig. fe).

Discussion
Previous studies performed on coltured neuroms and astno-

cytes have established the antiapoptotic activity of ODN
agminst oxidative insults and cell death [238, 40, 42], bat the
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Fig. 6 DDN_:nHm:_m_t:tn'F A I B as.
oxypen species mnd Bpid orida-
tion produoct malondislde by ds
accumulaton in MPTP- b=aked ) = e
mice. (umtification of the R 3
levels of mactive mygen spe- o E
ciex (ROE) and malondialds- E o ':
byde (M) in the substantia 1S 2 15
migm pars compacta (SMpc) (a, = ) i "
) and striztum (b, d) 7 days % - E T
after treatment with Mall e 14 T - E al —
{Sham), MPTP (3 x 20 mg/ & ] R = T
kg), DM {10 ng/10 pl) and z z
MPTF + ODN. Exch value, ] *
e pressed as o prroeninge of 1154 = 54
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{+ SEM) ohtained from 10 ani-
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activity, ODN suppressed the effects of MPTP on GFAP,
sugpesting that the gliopeptide exerts its neuroprotective
activity through a modulation of sstrocytic activation. This
hypothesis is supported by growing evidence showing the
pivotal role of reactive astrocyies in the progression of PD,
by either protecting or exacerbating DA neuron loss [65,
66, 7). Although reactive astrocytes in the stristom of PD
animal models express a panel of protective antioxidamt
and neurotrophic factors, they also produce proinflammes-
tory cytokines which can impede neuronal sorvival [12,
7). For instance, ractive astrocytes in the SMpc have been
mreported to ovenex press several factors known to promote
newronal damape such as 5 100A, INOS and NF-xB within
the first 3 days after MPTP treatment when depeneme scence
of DA neuroms is maximom [67, 71, 72]. Consistent with
the hypothesis of a harmful astrocytic status, the present

study shimws that the penic ex pression of the neuroinflamma-
tory markers IF 18, -6 and Thf-a is enhanced in the SNpc
of MPTP-treated animals. One difficulty to get a complete
view of the mechanisms imvolved in DA neuron death comes
from the fact that some penes such as /- 1§ are indoced
within 1 day after MPTF injection while others such as /[L-6
and THF-a ame activated a week after administration of the
toxin. Interestingly, ODN prewenied MPTP-induced increass
in expression of these pro-inflammatory mediators, 1| day bat
also 8 week after treatment, indicating that the peptide exerts
both rapid and sustained effects.

It is well established that increased levels of pro-inflam-
matory cytokines in PID cause neuronal depeneration by
apoptosis through the induction of apoptosis-related fac-
tor [67, T3]. It has been previously demonstrated that ODMN
can regulate the expression of Becl-2 family members to
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Fg.7 Efiect of DBI gene
knockout oo MPTP toxic-

ity in mice. A [Hustration of
TH immunceeactivity in the
substantia migra pars com-
pacta (SNpc) of wild-type
(DBI**; A-a), DBI heterazy-
goke (DBI-*, A-b) and DBI
KO homnazygose (DBI/-,
A-c) mice 7 days after MPTP
injection (3 x 10 mp/kg). Scale
bar = 100 ppm. SNpc (substam-
tia nigra pars compacta), SNr
(substamtia nigm pary reficu-
late). VTA (ventral egmen-

tal ama). A-d. Relative TH

S B 3
of surviving DA neurons in the
SNpc of DBI**, DBI* and
DB~ MPTP-treated mice.

B Densitometric analysis of
TH protein levels in the SNpc
(2) and striatam (b) of DBI**,
DBI'** and DBI~~ MPTP-
treated mice. Digital photo-
graphs illustrae the expression
of TH afler immancblotting,
and gruphs display the rels-
tive expression of TH protein
measured by densitometry and
standardized 10 GAPDH levels.
Exch value, expressed as per-
e ntage of controls, mpresents
the mean + SEM obtained from
nine animals and statistical anal-
ysis was conducted by ANOVA
followed by Bonferroni's st
P <001, ***F <0001 vs
DBI** mice
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prevent apoptotic cell death provoked by oxidative insult
in cultured neurons and astrocytes [28, 40, 74]. In agree-
ment with these data, the present study reveals that ODN

@ Springer

decreased MPTP-induced expression of the pro-apoptotic
gene Bax and suppressed the inhibitory effect of MPTP
on the anti-apoptotic gene Bcl-2. As a consequence, ODN
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Fig. 8 Efiect of DBl gene A
Inochout on astrocybes
reactivity evoked by MPTP
intoxication. A Bepresentative
photomicographs ilkustmt-

ing (GFAF immunoe activity

in the suhetantia nigra pars
compacts {SMpc) of DRI
wild-type (DB1*4; A-a), DBI
heteraeypoe (DEI, A-b) mnd
DBl KD homoey pote B,
A-c) mice 7 day s after MPTP
injection (2 x 10 mgfkg). Scale
bar = 100 pme. SNpc (sob-
siantia nigra pars companta),
SNr (substantia nigra pary
reticulizte). A-d Relative GFAP
immunofinome scence quantifica-
tiom in SNpc of DEI*®, DA
and DRI MPTP-treated mice.
B Densitometric analysis of the
expression of GFAP in SNpc
{2) and striztum (b} of DET**,
DRI and DBI MPTP-
treated mice. Digital photo-
graphs illustraie the sxpression
af GFA P prodein after immu-
mublotting and graphs disploy
the m=lative: s presxion of GFAP
prokein measured by densinme-
try and standandized o GAPDH
levels. Each value, e pressed as B
penentzpe of controls, Epre-
senix the mean + SEM obiaimed
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prevented the stimulatory effect of MPTF on caspase-3
expression and activation. These findings are in accordance
with in vitro studies showing that ODN inhibits the mito-
chondrial intrinsic apopiotic pathway by preventing collapse
of the mitochondrial potential and stimulation of caspase-3
activity induced by 6-0HDA in cultured cerbellar grannle
nenrons [28].
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RS are another key player involved in the neuroto ic
activity of MPTF [73, 75]. Accordingly, the present study
showed that the level of R0S was increased in both the SNpc
and striatum of MPTP-treated mice, leading to the formation
and accumulation of lipid oxidation products. Iniemestingly,
ODM, which had no significant effect by itself on ROS con-
tent and MDA penemtion, totally suppressed the deleterious
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Fig. 9 DEI pene knockout
promoies the expression of
pro-inflammaiory mnd pro-
apopbotic genes in mice. Brain
tizsues wen collected from
wild-type (DEI*4), DBI
heterorypoie (B1*) and DEI
ED homiscy pode. (DB mice
T days afier MPT P treatment,
and [1-6 (a ), Trfa (b ), Bax i)
and coxpare-3 (d) mBRNA levels
ET-PCE. Data wer: normalized
using the GAPDH housekesping
ene as an indenal contmol and
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effects of MPTP, i_e_, excessive production of ROS and lipid
midative damapges. The fact that QDN is able (1) to ince ase
the level of the major free radical scavenger in the brain, i.e.
lutathione (GSH), as well as the expression and activity of
the antioxidant emzymes superoxide dismutase (S0D) and
catalase and (2) to prevent inhibition of endogenous ROS
defense system under oxidative stress in cultured neuronal
cells [2E, 41, T4], sugpests that the peptide could block ROS
overproduction and dampen the axidative processes through
=n upregulation of RO 5-detoify ing enzymes in vivo. Over
expression of the transcription factor NF-E 2-elated factor
(N2}, which binds to antioxidant esponse element [T6]
to induce antioxidant enzyme expression, has been found
to be prodective against oxidative damage and to provide
neuroprodection in the MPTPF mouse model, while meduction
of Nrf¥ARE activity is associated with an exacerbation of
oxidative assaults and sensitivity to the neurnde generative
effiects of MPTP [76). Furthermore, in vitro studies hawe
shown that addition of G5H to the culture medium prevents
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depeneration of 2 homan DA cell line induced by MPTF/
MPP* [T7]. All these dats support the hypothesis that the
endopenous antioxidant system is involved in the meurno-
protective effect of ODN against MPTP-induced DA call
death. Consistent with this notion, it has been reported that
inhibition of the endogenous antioxidant system in astro-
cyles suppresses the cell survival-promoting effect of ODN
under oxidative conditions [T4]. A possible effect of ODN
om the expression of penes involved in the control of oxida-
tive mechanisms in MPTP-treated mice may, thus, be a kay
player which deserves further investigations.

The intracellular signaling pathways triggering the nen-
roprotective effect of ODN on MPTP intoxication in vivo
memains to be fully elocidated. Mevertheless, previous
in vitro sindies indicate that ODMN proects both glial cells
and cerebellar granule neorons against oxidative stmess
through activation of the metabotropic receptor of ODN
and via a PKC/MAK- or PEA/MAK-dependent mechanism,
respectively [23, 40]. In both cell types, ODN increases S0D
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and catalase expression and activity, and preserves mito-
chondrizal integrity through inhibition of oxidative stress-
induced increase of Bax pene expression [22, 41, 42]. It is,
thus, conceivable that DA neurons also express the ODN
metaboitropic receptor and that similar signaling pathways
ame imvobved in the protective effect of ODMN in vivo.

DBl deficlency Increases MPTP sensitivity in mice

Experiments conducted in ACBP/DBI KO mice highlight
the ability of DBI and’or its derived peptides to mobilize
endogenous defense mechanisms against inflammatory and
oxidative imsults produced by MPTF, leading to an incre ase
of DA cell death in DB~ mice treated with MPTP. Strik-
ingly, the number of nigral TH-positive cells was lower in
DB~ znimals but was not modified in heterozy gote mice
{DBIH-). This effiect on cell survival comelates well with the
ob=erved upepulation of the expression of pro-inflammatory
penes, ie. fI-6 and Trfa, and pro-spoptotic penes, ie. Bax
and caspase-3, in DBI™~ mice treated with MPTP. These
findings are in agreement with data showing that, while
ODN injection stimulates neurogenesis in the adult mouse
brain, DBI silencing with siRNA canses growth armest and
cell death of neural progenitors [39]. In fact, transfection
with ACBEF/DBI siRMNA also leads to growth arrest and
apoptosis in various mammalian cell lines [ TR, T9]. Despiie
ACBPDEI deficiency is associated with an increased sensi-
tivity of cell lines to oxidative stress [79], 2 nearoprotective
effect of the DBI precorsor polypeptide by itself has never
been e poried to our knowledge. Since the protective action
of ODN is clearly established in vitro on both astrocytes
and neurons [28, 40, 41] and since the production and secre-
tion of DN from astroglial cells is directly cormelated with
the level of expression of its precursor DBEI [44], it appears
that the greater sensitivity of ACBFDEI knockoot mice can
be specifically ascribed to the absence of the ODMN frag-
ment. Such observations, together with studie s showing the
presance of QDM in several brain structures, mcluding the
nigrastriatal egion [26, 27], strongly suggest that endog-
enous QDN may act as an autocrine and/or paracrine trophic
factor promoting survival of nearonal cells, and could thus
comfribuie to decrease tissue damages im injury conditions.

In conclusion, the results of the present study reveal that
i.e.v. imjection of low doses of ODN causes a very sirong
newroprotective action against depeneration of DA nearomns
in MPTP-treated mice. Moreover, DBI~~mice are mome
sensitive to MPTP-induced inflammatory and oxidative
brain demages, suggesting that endogenous DBI and ODMN
may also be neuroprotective. Further studies are required
to characterize the eceptor and the signaling pathways
implicated in this neuroprotective effect of ODM, as well
a5 to develop new methods of peptide administration. The
corrent findings indicate that, based on its anti-oxidative,

anti-inflammatory and anti-apoptotic e ffects, the gliopeptide
ODN could lead to the development of e flective therapeutic
agents for the treatment of cerebral injuries involving oxida-
tive neurnde peneration.
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Les travaux de recherche menés dans cette thése avaient pour but d’explorer I’effet
protecteur potentiel du peptide ODN face aux processus qui ménent a la dégenérescence
des neurones dopaminergiques de la SNpc dans un modeéle expérimental murin de la MP
induit avec du MPTP. Nos travaux montrent que I’injection par voie i.c.v d’une faible
dose d’ODN (10 ng/10 pl) est capable de contrecarrer les effets déléteres du MPTP sur
les corps cellulaires des neurones dopaminergiques de la SNpc et leurs prolongements
vers le striatum, ainsi que les dommages cellulaires oxydatif et neuroinflammatoire. La
suite de ce travail a été d’évaluer le role endogene de I’ODN chez des animaux déficients
(KO) pour le géne du précurseur de I’ODN (le DBI) en utilisant des animaux DBI KO.
Les résultats ont révélé que les souris DBI KO présentent une plus grande vulnérabilité
aux effets neurotoxiques du MPTP avec une augmentation des marqueurs de souffrance
cellulaire et tissulaire chez les animaux homozygotes DBI”- comparé aux hétérozygotes
DBI*" et homozygotes DBI**; mettant en évidence le role neuroprotecteur de I'ODN

endogene contre la dégénérescence neuronale.

1. L'ODN prévient chez la souris la perte des neurones

dopaminergiques de la SNpc induite par le traitement au MPTP

Le modeéle de souris parkinsoniennes a été obtenu par 3 injections intra-
péritonéales de MPTP (20 mg/kg/injection) espacées de 2 h. Dans ces conditions, ce
composé induit une dégénérescence neuronale rétrograde et progressive au niveau de la
SN qui conduit, en une semaine, a la perte de plus de 60% des neurones
dopaminergiques (Noelker et al. 2014). En accord avec les données de la littérature,
nous avons observe, par immunohistochimie, une déplétion en neurones positivement
marqués par des anticorps dirigés contre la tyrosine hydroxylase (TH); enzyme
impliquée dans la transformation de la tyrosine en dopamine, dans la SNpc et le striatum

chez les souris traitées au MPTP (Nagane et al. 2009). Sur ce modele animal, nous avons
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observé que I’injection d’une seule dose d’ODN (10 ng) par voie i.c.v, 1 h aprés la
derniere administration de MPTP, prévient la mort des neurones dopaminergiques de la
SN et la dégenérescence des fibres nerveuses dopaminergiques dans le striatum (mis en
évidence en utilisant les techniques d’immunofluorescence et d’imagerie confocale a
I’aide d’un anticorps dirigé contre la TH). L’ODN contrecarre également la diminution,
induite par le MPTP, des taux d’ARNm (par PCR quantitative) et de protéines (par
Western blot) codant la TH, dans la SNpc et le striatum. Ces premiers résultats
confortent I'hypothese selon laquelle 1’administration de faible dose d’ODN (10 ng/10
pL) permet de compenser la vulnérabilité des neurones dopaminergiques au MPTP. Cela
concorde avec les etudes in vitro montrant que I’ODN protége les neurones granulaires
du cervelet contre la mort apoptotique induite par la 6-OHDA, neurotoxine largement
utilisée dans les modeéles cellulaires et animaux de la MP (Kaddour et al. 2013). Sur les
cellules en culture, cette action neuroprotectrice de ’ODN est obtenue pour des
concentrations picomolaires et s’atténue progressivement pour de plus fortes
concentrations (comprises entre 101! et 10® M). De plus, la mesure par LC-MS/MS
quantitative indique que la quantité d’ODN détectée dans du milieu conditionné glial
(issu d’astrocytes natifs ou activés par le stress oxydant) est dans la méme gamme de
concentrations que celle nécessaire a 1’action neuroprotectrice du peptide sur les
neurones en grain contre la mort apoptotique induite par des lésions oxydatives (Ghouili
et al. 2017) (Figure 16). Comme c’est le cas avec I'ODN, d’autres peptides d’origine
astrocytaire, i.e. ’ADNF, I’ADNP et I’ANP, ne préviennent la mort neuronale induite
par différents agents neurotoxiques ou lésions cérébrales qu’a des concentrations
subfentomolaires (Dejda et al. 2005, Busciglio et al. 2007). L’ensemble de ces données
indique que ’ODN, spécifiquement produit par les cellules astrogliales dans le cerveau
(Compere et al. 2006 , Tonon et al. 1990) exerce via un mécanisme de type paracrine

une puissante activité neuroprotectrice.
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Figure 17 : A. Identification de la nature moléculaire des peptides de la famille
de PODN secrétés dans les surnageants de cultures d’astrocytes natifs ou
activés par le stress oxydant a I’aide d’un systétme UPLC couplé a un
spectrométre de masse 6490 ESI (+) - triple quad. Les astrocytes en culture ont
été traités en absence ou en présence de H202 (50 pM) pendant 6 h, les surnageants
de culture sont ensuite récoltés pour I’analyse par LC-MS/MS. La mesure
quantitative de I'ODN a été évaluée en mode MRM (Mouvement de réaction
multiple) pour suivre les transitions majoritaires : ODN (m / z 638.01 — 756.90)
et les données ont été analysées a l'aide des logiciels d'analyse qualitative et
quantitative MassHunter B.06 (Agilent Technologies). B. Effet neuroprotecteur
du milieu conditionné astoglial enrichi en ODN sur des neurones en grain du
cervelet cultivés dans un milieu neuronal seul (MCN) ou un milieu neuronal
conditionné par des astrocytes actives par du H.02 (MCG), et incubés en absence
ou présence de H202 (50 uM, 1h). Le MCG enrichi en ODN prévient la mort des
neurones induite par le H2O>. Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage
du contréle (+ S.E.M., n=4). ***p<0.001 ; NS, non significatif versus controle.

L°’ODN exerce ses activités biologiques en interagissant avec 2 classes de
récepteurs, le récepteur des benzodiazépines CBR et un récepteur métabotropique
(Compere et al. 2006, Tonon M. C. et al. 2006, Tonon et al. 2013b). Les expériences
consistant a utiliser des antagonistes et/ou agonistes spécifiques de ces 2 types de
récepteurs n’ont pas été réalisées, mais seraient certainement intéressantes, et pourraient
montrer une protection relayée par ’activation du récepteur métabotropique. En effet,

la protection apportée in vitro, contre la neurotoxicité de la 6-OHDA, est dépendante de
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la seule activité du récepteur métabotropique de I’ODN. Le cyclois [DLeu”]OP,
antagoniste du récepteur métabotropique de I’ODN, atténue de maniére tres significative
I’effet protecteur du milieu conditionné astroglial (enrichi en ODN) contre un stress
oxydatif létal (Ghouili et al. 2017). Une activit¢ de I’ODN via le récepteur
métabotropique, a déja été observée in vivo dans la modulation de I’activité des neurones
hypothalamiques, chez le rat (Compere et al. 2004, 2005). 1l semble donc que dans le
modeéle de souris de la MP, I’activation ce méme récepteur conduit aux effets bénéfiques
de I’ODN contre la neurotoxicité du MPTP. Cette hypothése pourrait-étre appuyée par
les études de liaison réalisées sur des cellules granulaires cérébrales montrant que
I’ODN, a de faibles concentrations (~ nanomolaires), est incapable de déplacer les
ligands des CBR de leurs sites de liaison (Ferrero et al. 1986, Guidotti et al. 1983). Dans
le présent travail, nous montrons que IODN prévient la mort des neurones
dopaminergiques de la SNpc, a de trés faibles doses, ce qui écarte une interaction de

I’ODN avec les CBR.

2. Identification des mécanismes cellulaires impliqués dans

I’effet neuroprotecteur de ’ODN dans un modéle murin de la MP

2.1. Role antioxydant de PODN

Les effets neurotoxiques du MPTP sont principalement liés a la production de ROS
hautement toxiques qui peuvent engendrer des dommages cellulaires irréversibles,
atteignant les constituants cellulaires, i.e. lipides, protéines et ADN/ARN (Bove and
Perier 2012, Chen et al. 2009, Sun et al. 2016). Ainsi, la présente étude montre une
augmentation des taux de ROS dans la SN et le striatum de souris traitées au MPTP,
associée a une accumulation de produits d'oxydation des lipides, MDA. L’ODN, qui ne
présente pas d’activité intrinséque sur la production de ROS et la formation de MDA,
supprime totalement les dommages oxydatifs du MPTP sur les neurones

dopaminergiques de la région nigrostriée. Cette action protectrice de I’ODN contre les
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dommages oxydatifs in vivo, pourrait étre relayée par sa capacité a stimuler i) la
biosynthese du GSH a la fois au niveau des astrocytes et des neurones (Kaddour et al.
2013, Hamdi et al. 2012Db) et ii) I'expression et I'activité des enzymes antioxydantes
dans les astrocytes en culture (Hamdi et al. 2012b). Grace a ses propriétés antioxydantes,
I’ODN supprime les effets du stress oxydatif sur I’accumulation intracellulaire de ROS,
I’altération du systéme antioxydant endogene et I’oxydation des constituants cellulaires
(Hamdi et al. 2012a, Hamdi et al. 2012b, Hamdi et al. 2015), alors que le blocage
pharmacologique de I’activité des enzymes antioxydantes (SOD et catalase) abolit I'effet

protecteur de I’ODN sur la survie des astrocytes cultivés en conditions de stress oxydatif

létal (Hamdi et al. 2011) (Figure 17).

Une diminution du taux cérébral en GSH, SOD et catalase a été retrouvée chez la
souris intoxiquée par du MPTP (Lv et al. 2015, Meng et al. 2017). Alors que, I’activation
du facteur de transcription Nrf2, impliqué dans I’expression de genes codant des
enzymes de détoxification antioxydante, s’oppose aux effets cytotoxiques du MPTP sur
des modeles cellulaires de la MP (Kaidery et al. 2013, Lv et al. 2015, Meng et al. 2017,
Moreira et al. 2017). En particulier la surexpression de Nrf2 dans les astrocytes, chez la
souris transgénique, protége les neurones dopaminergiques de la SNpc contre la
neurotoxicité du MPTP (Gan et al. 2012) (Chen et al. 2009). L’ensemble de ces données
renforce donc I’idée que I’action stimulatrice de I’ODN sur le systéme antioxydant
endogene astrocytaire pourrait, du moins en partie, étre responsable des effets
protecteurs de ce glioppetide contre la toxicité oxydative du MPTP sur les neurones

dopaminergiques de la SNpc.
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Figure 18 : Effet antioxydant de ’ODN dans les cellules nerveuses. L’ODN en
activant son récepteur métabotropique (ODN Metab-R) positivement couplé a la voie
AC/AMPc et PKA, stimule la phosphorylation des ERK1/2. Plus en aval, ’activation
de la voie PKA/ERK maintient le fonctionnement de la chaine respiratoire, prévient
I’accumulation intracellulaire de ROS, augmente la biosynthése de GSH et stimule
I’activité des enzymes antioxydantes SOD et catalase, ainsi que leur expression. Ces
effets de I’ODN sur le systeme antioxydant endogene empéchent I’action délétére du
stress cellulaire oxydant, causée par la surproduction de ROS, sur [’activité
mitochondriale, la défense antioxydante et la structure des constituants cellulaires. Le
cycloi-s[Dleu®] OP (cDOP), antagoniste spécifique du récepteur métabotropique de
I’ODN bloque cette action antioxydante de I’ODN.

2.2. Roéle anti-inflammatoire et anti-apoptotique de ’ODN
Une augmentation significative de I’expression de la GFAP, témoignant d’une
activation des astrocytes, est observée dans la SN et le striatum de cerveaux post-mortem
de patients atteints de la MP (Hirsch et al. 2003a) et de souris intoxiquées par le MPTP
(Hirsch et al. 2003a, Hirsch and Hunot 2009, Hirsch et al. 2012, McGeer and McGeer
2008). Les données de la littérature montrent a la fois des effets neurotoxiques et
neuroprotecteurs pour ce qui concerne les astrocytes réactifs (F et al. 2010, Rappold and

Tieu 2010, Sidoryk-Wegrzynowicz et al. 2011, Sofroniew 2009). Le role des astrocytes
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réactifs dans la survie ou la mort des neurones est fonction de la région cérébrale
concernée ainsi que du degré de I’astrogliose, n’excluant pas que des astrocytes exercent
des effets neuroprotecteurs notamment dans les premiéres phases du développement de
la maladie (McGeer and McGeer 2008, Mena et al. 2002, Vivekanantham et al. 2015).
Chez la souris traitée au MPTP, les astrocytes dans la SNpc deviennent fortement
réactifs dés la 5°™ heure qui suit I’administration de MPTP et ce jusqu'au 21°™ jour de
traitement (Aoki et al. 2009, Watanabe et al. 2008). Ces données suggérent que
I’induction de 1’astrogliose réactionnelle va exacerber ’effet du MPTP sur les neurones
dopaminergiques de la SNPc via notamment la production de facteurs pro-
inflammatoires (Hartmann et al. 2003, Hirsch et al. 2003a). De fait, nous avons montré,
par PCR quantitative, que le MPTP induit une augmentation rapide (+62%) et transitoire
(1 jour) des ARNm codant I’IL-1p, confirmant le statut néfaste des astrocytes réactifs.
Cet état nocif de 1’astrogliose réactionnelle persiste jusqu’au septiéme jour apres le
traitement par le MPTP, ou les cytokines pro-inflammatoires IL-6 et TNF-o se
retrouvent surexprimées dans la SN. Il est intéressant de noter que I’ODN, prévient la
surexpression de GFAP dans la SN et I’élévation des taux d’ARNm codant les
médiateurs de I’inflammation, des le premier jour de traitement mais aussi encore apres

une semaine, ce qui indique que le peptide exerce a la fois des effets rapides et soutenus.

Le stress oxydatif, I’induction d’une astrogliose importante et la réponse
inflammatoire sont délétéres pour les neurones et conduisent a 1’activation du processus
de mort par apoptose (Bove and Perier 2012, Mogi et al. 1996b, Mogi et al. 2007, Sun
et al. 2016). Il est clairement établi que 1’augmentation des ROS et I’activation du
facteur NF-kappa B dans les neurones dopaminergiques de la SNpc par le MPTP sont
responsables de I’activation de la voie apoptotique mitochondriale intrinseque (Aoki et
al. 2009, Miller et al. 2011, Schindler and Foley 2013), processus caractérisé par un
certain nombre d’altérations de ’activité cellulaire. La surexpression des geénes pro-

apoptotiques de la famille de Bcl-2, la chute du potentiel transmembranaire
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mitochondrial et la formation de pores membranaires provoquent le relargage du cyt C
de I’espace intermembranaire vers le cytosol (Whittemore et al. 1995). Il s’en suit une
activation de la caspase-9, puis de la caspase-3, enzyme effectrice de I’apoptose. En
accord avec ces données de la littérature, nous confirmons que la mort des neurones
dopaminergiques induite par le MPTP présente toutes les caractéristiques d’une mort
cellulaire par apoptose, i.e. une surexpression du membre pro-apoptotique Bax, associée
a une réduction de 1’expression du membre antiapoptotique Bcl-2, ainsi qu’une
stimulation a la fois de ’expression et de I’activité de la caspase-3. Outre sa capacité a
réduire la réactivité astrogliale et la réaction inflammatoire, I’ODN contrecarre aussi les
effets du MPTP au niveau de toutes les étapes clés du processus apoptotique. Ainsi, le
peptide prévient I’action du MPTP sur la répression de Bcl-2 et ’augmentation du taux
des ARNm codant Bax, et bloque totalement son effet sur I’activation de la caspase-3.
Ces résultats in vivo concordent avec ceux retrouveés in vitro sur les neurones ou I’ODN,
a des doses picomolaires, abolit les effets de la 6-OHDA sur la chute du potentiel

mitochondrial et la stimulation de 1’activité des caspases-3/7 (Kaddour et al. 2013).

3. L’ODN, un agent neuroprotecteur endogéne ?

Lors de la deuxieme partie de cette étude, nous avons porté notre intérét sur le role
de ’ODN dans I’évolution des processus neurodégénératifs chez des souris dont le géne
DBI a été invalidé et traitées par du MPTP. Des études in vitro ont établi la capacité de
I’ODN endogeéne a bloquer I’apoptose des astrocytes induite par un stress oxydatif
modéré (Ghouili et al. 2017), mais le potentiel neuroprotecteur du peptide endogene

face a la toxicité oxydative n’a pas encore été étudié in vivo.

3.1. Caractéristiques des souris invalidées pour le gene du DBI
L’invalidation du géne du DBI est la conséquence du remplacement d’une partie

du gene grace au systeme LoxP (pour locus of X-over P1) (Neess et al. 2011). En
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premier lieu nous avons remarqué que la dose de MPTP (20 mg) utilisée dans nos
précedentes études in vivo chez les souris sauvages n’est pas tolérée par les souris DBI
"1l en a été de méme pour la dose de 15 mg/kg (90% de mortalité). La dose de MPTP
choisie pour les expériences sur les animaux transgéniques pour le géne DBI a donc été
fixée & 10 mg/kg afin d’avoir une bonne viabilité des animaux. La vulnérabilité observée
chez les animaux DBI” pourrait refléter la délétion des EZs (e.g. DBI, ODN) et de la
perte de leurs fonctions bénéfiques sur la survie cellulaire (Ghouili et al. 2017, Kaddour
et al. 2013) et le métabolisme lipidique dans le cerveau et le foie (Bouyakdan et al. 2015,
Neess et al. 2011). Par ailleurs, les courbes de poids montrent que les animaux
transgéniques DBI*"* et DBI* évoluent de la méme facon, alors que les animaux DBI
présentent une augmentation de poids corporel (Figure 18). Ce gain de poids dans le
groupe des souris DBI”- pourrait s’expliquer par une levée du tonus anorexigéne des
EZs endogenes. Ces résultats sont en parfait accord avec ceux rapportés par De Mateos-
Verchere (de Mateos-Verchere et al. 2001) montrant que 1’administration d’ODN (10
ng) durant 15 jours, induit une perte de poids importante chez les rongeurs, et que cette
action anorexigéne de I’ODN est supprimée par le cycloi_s[D-Leu®]JOP qui peut stimuler

a lui seul la prise alimentaire (de Mateos-Verchere et al. 2001, Leprince et al. 2001).
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Figure 19 : Variation du poids corporel chez les animaux transgéniques DBI knock

out traités par le MPTP. Les souris DBI**, DBI* et DBI” ont recus par voie intra

péritonéale 3 doses de MPTP (10 mg/kg). La mesure du poids a été effectuee

pendant les 7 jours qui ont suivi le traitement. *P<0.05; **P<0.01; NS, non

significatif versus souris DBI*'*.

3.2. Effet de la déficience en ODN sur la sensibilité des neurones

dopaminergiques de la SNpc vis-a-vis du MPTP

La suite de nos analyses utilisant des animaux transgéniques viennent corroborer
I’hypothése d’un rdle protecteur de IODN dans le cadre de maladies
neurodégénératives. De fait, les animaux DBI’ présentent un nombre de cellules
positivement marquées a la TH (-31%) ainsi qu’un niveau d’expression du gene (-57%)
et de la protéine ( -52% dans la SNpc et — 60% dans le striatum) codant la TH réduits
comparé aux animaux DBI*- et DBI*"*, qui eux possédent une densité de cellules TH
positives comparables. Cet effet sur la survie des neurones dopaminergiques de la SNpc
est associé a une augmentation du nombre de cellules GFAP* et donc a une réactivité
gliale accrue chez les animaux DBI™". Les résultats ont également révélé une corrélation

positive entre la déficience du gene du DBI et les marqueurs de souffrance cellulaire.

Ainsi les animaux DBI traités au MPTP présentent des taux d’expression plus élevés
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pour les génes pro-inflammatoires (IL-6 : +78% et TNF-a: +88%) et pro-apoptotiques
(Bax: +57% et caspase-3: +37%) que les animaux DBI*- et DBI**. Ces données
suggérent que 1’abolition du tonus endozépinergique chez les animaux DBI”- contribue
a D’exacerbation des phénoménes neurotoxiques du MPTP sur les neurones
dopaminergiques de la SN. Des résultats similaires obtenus sur des cultures d’astrocytes,
indiquent que la répression de I’expression du gene DBI par des ARN interférents rend
les cellules plus sensibles (+26%) vis-a-vis de la cytotoxicité du H20.. Cette
vulnérabilité est complétement compensée par l'addition d'ODN (1 nM) dans le milieu
de culture (Figure 19). Ces résultats sont en accord avec les rapports antérieurs ou
I’ODN exogene protege les neurones contre le stress oxydatif et I'apoptose (Kaddour et
al. 2013). De plus, des études in vivo montrent que 1’inhibition du DBI par des ARN
interférents conduit a I'arrét de la croissance et a la mort cellulaire des progéniteurs
neuronaux dans la zone germinative sous-ventriculaire, chez la souris adulte (Alfonso
et al. 2012). Il apparait également que 1'invalidation du DBI a 1’aide d’oligonucléotides
antisens ou d’ARN interférents, dans des lignées humaines ou murines de cellules
différenciées, bloque I’ incorporation de [*H] thymidine et induit la mort des cellules par

apoptose (Mandrup et al. 1998, Faergeman and Knudsen 2002).
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Figure 20 : L’inhibition de ’expression du DBI par ARNS i rend les astrocytes
plus sensibles a la mort cellulaire induite par le stress oxydatif modéré. Les
cellules ont été transfectées avec des ARNsi DBI ou avec des ARNsi sans ciblage
(Nt) puis incubées pendant 6 h en présence ou en absence de 50 UM de H>O> avec
ou sans apport d’ODN exogene. A. L'étude immunocytochimique montre que
I'intensité de la fluorescence des astrocytes transfectés avec des ARNsi DBI et
marqués avec des anticorps dirigés contre I'ODN (vert) est trés faible par rapport
aux astrocytes transfectés avec des ARNSsi sans ciblage (Nt). Le noyau est révélé
par le DAPI (bleu). Les images correspondent a la superposition ODN/DAPI. Les
fleches indiquent les cellules endommagées. B. La survie cellulaire est quantifiée
par mesure d’intensité de fluorescence de la FDA. Les résultats sont exprimés en
pourcentage de contréle (£ S.E.M., n=6) ***p<0,001 ; NS : non significativement
versus contréle #*p<0,05 versus. Cellules traitées par le H2O,. D’aprés (Ghouili et
al. 2017)
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L’invalidation du gene du DBI conduit également a l'arrét de la croissance et a
I'apoptose dans diverses lignées cellulaires de mammiferes telles que la lignée
adipocytaire murine 3T3-L1, les lignées de cellules humaines hépatiques HepG2 et
rénales embryonnaires HEK293 (Faergeman and Knudsen 2002, Mandrup et al. 1998,
Shin et al. 2015). Plus réecemment nous avons démontré que la transfection des
astrocytes par des ARN inteférents dirigés contre le DBI induit des altérations
morphologiques avec perte de 1’intégrité membranaire et apparition de corps
apoptotiques, et rend les cellules plus sensibles a la mort par stress oxydatif (Ghouili et
al. 2017). En revanche, I’apport exogéne de doses nanomolaires d’ODN dans le milieu
de culture d’astrocytes promeut leur survie et les protége face a un stress oxydatif
(Ghouili et al. 2017). Prises ensembles ces données indiquent que la déficience en ODN
potentialise le stress oxydatif, la neuroinflammation et I'apoptose induits par le MPTP
et suggere que I’ODN agirait a la fois comme un agent neuroprotecteur endogéne et
comme un facteur de réponse en cas de stress cellulaire. A I’appui de cette hypothese,
nous avons observé que les astrocytes soumis a un stress oxydant surexpriment le gene
du DBI et libérent de I’ODN comme mécanisme de protection face aux dommages
oxydatifs (Ghouili et al. 2017). Aussi la diminution des taux d’ARNm codant le DBI est
associée a une augmentation de la production de ROS et de l'apoptose induite par le

H>0> dans les lignees cellulaires HEK293 et SNU-C4 (Shin et al. 2015).
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Les travaux présentés dans cette these ont permis de mettre en évidence pour la
premiere fois les effets antioxydant, anti-inflammatoire et anti-apoptotique in vivo de
I’ODN, administré a faible dose, chez les souris parkinsoniennes. Ces travaux suggerent
que le gliopeptide ODN pourrait conduire au développement d'agents thérapeutiques
efficaces pour le traitement des Iésions cérébrales. Le projet a également contribué a
approfondir la compréhension des mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués
dans la dégénérescence des neurones dopaminergiques de la SNpc dans le modele murin
de la MP.

Dans une premiére partie, nos résultats montrent que I’ODN injecté par voie i.c.v
prévient 1’astrogliose réactionnelle, la surproduction de ROS, la peroxidation lipidique,
et I’augmentation de 1’expression des génes pro-inflammatoires et pro-apoptotiques au
niveau de la région nigrostriée induite par le MPTP (Figure 20). Afin de compléter notre
¢tude, la nature des récepteurs mis en jeu dans 1’effet neuroprotecteur de I’ODN sera
recherchée in vivo en utilisant des antagonistes des récepteurs des CBR (flumazénil,
PK11195) et I’antagoniste du récepteur métabotropique de I’ODN (cycloi-s[DLeu®] OP)
développé par le Dr Jérome Leprince au sein de I'unité Inserm 1239. Nous tenterons
¢galement d’identifier les voies de signalisation activées par le récepteur de I’ODN et
impliquées dans D’effet de ’ODN sur la survie des neurones doapminergiques
nigrostriées, dans le modéle de souris MP induit le MPTP.

Afin de compléter notre connaissance des mécanismes intracellulaires mis en jeu
dans 1’action protectrice de ’ODN sur les neurones dopaminergiques de la substance
noire, chez les souris MP, nous réaliserons aussi une nouvelle étude protéomique. Pour
cela, nous identifierons les protéines sur- ou sous-exprimees par analyse protéomique.
Parallélement a la technique classique de gels 2D, nous allons utiliser une approche par
marquage isotopique. Pour cela, et aprées extraction, les proteines seront digérees a la

trypsine, puis les fragments peptidiques couplés a un marqueur.

137



Conclusion & Perspectives

Astrogliose : O

©

B e—= J

N Survie du neurone DA -
~_ ~_

= o s
—= e — T

Figure 21 : Représentation schématique des mécanismes intracellulaires impliqués
dans I'effet neuroprotecteur de I'ODN sur les neurones dopaminergiques de la SNpc
contre la neurotoxcitt du MPTP, chez la souris. L’injection par voie
intracérébroventriculaire de faibles doses d’ODN, chez la souris, atténue le degré de la
réactivité gliale induite par le MPTP dans la région nigrostriée. L’ODN, en interagissant
probablement avec son récepteur métabotropique prévient les effets du MPTP sur i)
I’accumulation de ROS, i) la surexpression des génes marqueurs de la
neuroinflammation, comme 1’interleukine (IL) IL1, IL-6 et le TNF-a, et de I’apoptose,
comme Bax et la caspase-3, iii) la réduction des taux des ARNm codant Bcl2 et la tyrosine
hydroxylase (TH). Enfin ’ODN s’oppose aux effets déléteres du MPTP sur la diminution
du taux en protéine TH et promeut la survie des neurones dopaminergiques de la SNpc.
MDA, malondialdéhyde ; ROS, reactive oxygen species.
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isotopique grace a la technique iTRAQ® seront séparés en fonction de leur pH sur un
systtme OffGel (Agilent), avant d’étre caractérisées par spectrométric de masse
(nanoL.C/chip/Q-TOF ; Agilent). Sachant que les processus de phosphorylation jouent
un role clé dans le contrdle des effets neuroprotecteurs, nous allons plus spécifiqguement
étudier le phosphoprotéome des neurones dopaminergiques de la région nigrostriée en
utilisant des colonnes d’enrichissement en phosphoprotéines. En raison du role majeur
du stress oxydatif dans les effets néfastes du MPTP et des puissantes actions
antioxydantes de ’ODN, une analyse plus spécifique du protéome oxydatif, suite a une
intoxication par le MPTP, nous indiquera quelles sont les protéines altérées par le stress
oxydatif, et quel pourrait étre le résultat sur leurs fonctions.

Afin de déterminer si les effets de I’ODN sur la protection des neurones
dopaminergiques et le maintien de 1’homéostasie du métabolisme oxydatif sont
suffisants pour induire une récupération motrice, des tests moteurs seront effectués chez
les animaux traités au MPTP et ayant recu une injection i.c.v d'ODN. Dans ce contexte
les performances locomotrices seront évaluées a 1’aide d’un « Hanging Test » , « Foot
printing test », d’un rotarod ou encore « Morris water maze » (Yadav et al. 2017).

L’implication du DBI endogene a été évaluée face a la neurotoxicité du MPTP, sur
plusieurs parametres de stress cellulaires dans la région nigrostriée. Les données
obtenues ont révélé une augmentation du stress oxydatif, du degré de la réactivité gliale,
de la production de cytokines pro-inflammatoires et du nombre de cellules en apoptose
dans le cerveau des souris DBI”". De maniére intéressante, 1’analyse comparative de ces
différents parameétres chez les souris DBI** et DBI* traitées par le MPTP, a dévoilé que
les taux des marqueurs oxydatifs, neuroinflammatoires et apoptotiques sont similaires
mais amoindris comparés a ceux retrouvés chez les souris DBI”- parkinsoniennes. Les
études in vitro sur des neurones et astrocytes, indiquent que parmi les peptides dérivés
du DBI, I’ODN s’aveére étre un puissant facteur antioxydant et antiapoptotique (Hamdi

et al. 2012a, Hamdi et al. 2015, Kaddour et al. 2013). Prises dans leur ensemble, ces
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données laissent penser que I’absence d’ODN chez les souris déficientes en DBI est un
facteur aggravant et une cause probable de la vulnérabilité excessive de ces animaux
face au MPTP. Sur ce méme modele animal de la MP nous rechercherons une éventuelle
corrélation entre I’évolution des Iésions neuronales et le taux cérébral des peptides de la
famille de ’ODN. Nous mesurerons par RT-PCR quantitative 1’expression du gene
codant le précurseur de I’ODN et celui codant la TH, et par dosage radioimmunologique
les concentrations en EZs (a I’aide d’anticorps dirigés contre I’ODN développés par le
laboratoire). Les niveaux de ces peptides seront également mesurés dans le sérum et/ou
le LCR des animaux (souris traitées au MPTP versus souris controles) afin de verifier
I’hypothése selon laquelle, le peptide ODN agit comme un agent neuroprotecteur
endogéne et de réponse en cas de stress cellulaire. La MP débute généralement de fagon
insidieuse et évolue a bas bruit, il est donc primordial d'identifier des marqueurs
biologiques fiables permettant de faire le diagnostic le plus précoce possible, avant la
perte d’autonomie qui définit les stades avancés de la maladie. Selon les résultats que
nous obtiendrions, I’ODN pourrait constituer un biomarqueur précoce des perturbations
du métabolisme oxydatif cérébral et des processus dégénératifs associés a la MP. En
collaboration avec des cliniciens, nous rechercherons sur une cohorte de patients MP
I’existence d'une corrélation entre le degré de sévérité de la MP et les taux d’ODN dans
le LCR et le plasma. Cet aspect du projet sera réalisé en collaboration avec des équipes
médicales de 1’hopital Mongi Slim de Tunis qui effectueront le diagnostic clinique de la

MP sur la cohorte de patients MP.

L’ensemble de nos résultats suggere que I’ODN est une molécule tres efficace pour
protéger les neurones contre les processus de neurodégénérescence. La voie orale, idéale
pour I’administration de molécules a visée thérapeutique, est trés souvent inadaptée pour
les peptides dont la cible est le cerveau. De plus, des travaux antérieurs ont montré que

I’ODN injecté par voie intraveineuse est incapable d’atteindre les aires cérébrales (de
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Mateos-Verchere et al. 2001). Deux alternatives a 1’accés de ’ODN au cerveau sont
envisagées. La premiére consiste a concevoir des analogues intrinséquement assez
lipophiles pour favoriser leur passage au travers de la barriere hématoencéphalique par
diffusion. Notre équipe a d'ores et déja développé deux dérivés silylés de I’ODN, le
[Sip2] OP et le [Sip2, DLeu®] OP, dont I’hydrophobicité pourrait favoriser leur passage
a travers la BHE, et donc leur biodisponibilité. La seconde alternative est d’utiliser les
propriétés de la muqueuse nasale, capable d'adsorber des composés hydrophiles de
masse moléculaire inférieure a 1000 Da comme cela a pu étre fait avec la CCK (Denecke
et al. 2004) et I’ocytocine. Des analyses comportementales et histologiques seront
réalisées afin de comparer les effets neuroprotecteurs de ces analogues de I'ODN (10
ng/10 ul), injectés par voie 1v (500 pl d’analogues silylés) ou administrés par voie nasale
(50 pl délivrés au goutte a goutte ; (Thorne et al. 2004)) dans notre modéle de murin de
la MP.

A terme, ce projet vise a mieux comprendre le role du gliopeptide ODN dans le
processus de neuroprotection, et ce dans le but de développer de nouvelles approches
thérapeutiques permettant de réduire le stress oxydatif et les processus
neuroinflammatoire et apoptotique responsables de la mort neuronale observée dans la

maladie neurodégénérative de Parkinson.
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