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Résumé

RESUME

Mieux connaitre le vieillissement et prévenir les maladies liées a 1’age est un challenge en santé
publique. Plusieurs types de composés ont été étudiés : a) des derives du trans-resvératrol
(RSV) produits au laboratoire, des aza-stilbénes, en évaluant leur potentiel cytotoxique
comparativement au RSV dans des perspectives anti-tumorales, b) des oxystérols oxydés en
C7 (7-cétocholestérol (7KC), 7a-hydroxycholestérol (7a-OHC), 7B-hydroxycholestérol
(7B-OHC)) intervenant dans des maladies liées a 1’age ; €) de I’huile de pépins de grenade et de
I’a-tocophérol pour évaluer leurs activités cytoprotectrices; d) des huiles essentielles
Méditerranéennes (Thym, Jasmin) pour mieux connaitre leurs cibles cellulaires. Dans cette
optique, comparativement au RSV, notre étude a d’abord consisté a évaluer les propriétés
cytotoxiques et antioxydantes des AZA-STs et leur impact sur le statut mitochondrial en
utilisant comme modéle cellulaire des cellules neuronales murines N2a. Les activités
antioxydantes des AZA-STs, évaluées par différents techniques (DPPH, FRAP, KRL, PAQOT),
sont souvent plus importantes que celles du RSV. Les effets cytotoxiques des AZA-STs ont
montré une diminution de I’activité estérasique associée a une diminution de 1’adhérence
cellulaire, & des dysfonctions mitochondriales, a une surproduction d’espéces réactives de
I’oxygéne et & des modifications au niveau de la répartition du cycle cellulaire. Les AZA-STs
synthétisés se distingent donc du RSV et comme ce dernier auraient potentiellement des
activités anti-tumorales. Par ailleurs, comme une augmentation de dérivés oxydés du
cholestérol, notamment d’oxystérols oxydés en C7 (7KC, 7a-OHC, 7B-OHC), est souvent
observée dans les liquides biologiques et les organes malades de patients atteints de maladies
liées a 1’age, la mort cellulaire induite par ces oxystérols a été caractérisée sur cellules N2a a
72h et les activités cytoprotectrices de 1’huile de pépins de grenade et d’a-tocophérol ont été
évaluées sur ce modele. Le 7a-OHC n’est pas toxique alors que le 7KC et le 7B-OHC induisent
une mort par oxyapoptophagie (incluant des critéres de stress OXYdant, d’APOPTOse et
d’autoPHAGIE) qui est atténuée par I’huile de pépins de grenade et I’a-tocophérol. Par ailleurs,
pour prévenir le vieillissement cutané, les huiles essentielles (HES) sont utilisées en
aromathérapie et en médecine traditionnelle. La composition chimique des HEs de jasmin et de
thym a été déterminée par chromatographie en phase gazeuse associée a la spectrométrie de
masse, leur activité antioxydante a été mesurée avec le test KRL et les activités biologiques de
ces HEs ont été abordées sur des kératinocytes humains HaCaT en évaluant leurs effets a
plusieurs niveaux : viabilité cellulaire, activité mitochondriale, stress oxydant, métabolisme du
cholestérol et des acides gras et mesure du cycle cellulaire. Le profil chromatographique montre
trois principaux constituants pour I’HE de jasmin (acétate de benzyle, benzoate de benzyle et
linalol (ou linalool)) et pour I’HE de thym (thymol, p-cymeéne et y-terpinene). Ces HES peuvent
étre toxiques (induction de mort cellulaire, stress oxydant) sans modifier le cycle cellulaire a
concentrations élevées, a partir de 200 pg/mL pour le thym et 400 pug/mL pour le jasmin. Ces
huiles modifient aussi le métabolisme du cholestérol et des acides gras. L’ensemble de ces
travaux apportent de nouvelles informations sur une série de molécules (RSV, AZA-STs,
oxysteérols) et de mélanges de molécules (huile de pépins de grenade, HEs de thym et de jasmin)
impliquées dans différents processus de vieillissement ou utiles pour la prévention du
vieillissement.

Mots clés : aza-stilbenes, oxystérols, oxyapoptophagie, stress oxydant, maladies liées a 1’age,
huile de pépins de grenade / huile essentielle de thym et jasmin.



Abstract

ABSTRACT

A better understanding of ageing and the prevention of age-related diseases is a public health
challenge. Several types of compounds have been studied: (a) trans-resveratrol (RSV)
derivatives produced in the laboratory, aza-stilbenes, for their cytotoxicity compared to RSV in
anti-tumour perspectives, (b) C7 oxysterols (7-ketocholesterol (7KC), 7a-hydroxycholesterol
(7a-OHC), 7B-hydroxycholesterol (7p-OHC)) involved in age-related diseases; ¢) pomegranate
seed oil and a-tocopherol to evaluate their cytoprotective activities; d) Mediterranean essential
oils (Thyme, Jasmine) to better understand their biological activity. In this perspective, in
comparison with the RSV, our study first consisted in evaluating the cytotoxic and antioxidant
properties of AZA-STs and their impact on mitochondrial status using murine N2a neuronal
cells. The antioxidant activities of AZA-STs, assessed by different techniques (DPPH, FRAP,
KRL, PAQT), are often more important than those of RSV. The cytotoxic effects of AZA-STs
have shown a decrease in esterase activity associated with a decrease in cell adhesion,
mitochondrial dysfunction, overproduction of reactive oxygen species and changes in cell cycle
distribution. The synthesised AZA-STs are therefore distinct from RSV and, like RSV, have
potential anti-tumour activities. Furthermore, as an increase in oxidised cholesterol derivatives,
especially C7-oxysterols (7KC, 7a-OHC, 78-OHC), is often observed in biological fluids and
diseased organs of patients with age-related diseases, cell death induced by these oxysterols
was characterised in N2a cells at 72 h and the cytoprotective activities of pomegranate seed oil
and a-tocopherol were evaluated in this model. 7a-OHC is not toxic, while 7KC and 73-OHC
induce oxyapoptophagy (including OXYdant stress, APOPTOsis and autoPHAGY criteria)
which is attenuated by pomegranate seed oil and a-tocopherol. Furthermore, to prevent skin
ageing, essential oils (EOs) are used in aromatherapy and traditional medicine. The chemical
composition of jasmine and thyme EOs was determined by gas chromatography-mass
spectrometry, their antioxidant activity was measured with the KRL assay and the biological
activities of these EOs were addressed on human HaCaT keratinocytes by evaluating their
effects at several levels: cell viability, mitochondrial activity, oxidative stress, cholesterol and
fatty acid metabolism and cell cycle measurement. The chromatographic profile shows three
main constituents for jasmine EO (benzyl acetate, benzyl benzoate and linalool) and for thyme
EO (thymol, p-cymene and y-terpinene). These EOs can be toxic (induction of cell death,
oxidative stress) without modifying the cell cycle distribution at high concentrations, from 200
pg/mL for thyme and 400 pug/mL for jasmine. These oils also modify the metabolic pathway of
cholesterol and fatty acids. All of this work provides new information on a series of molecules
(RSV, AZA-STs, oxysterols) and mixtures of molecules (pomegranate seed oil, thyme and
jasmine EOs) involved in various ageing processes or useful for the prevention of ageing.

Key words: age-related diseases, aza-stilbenes, oxysterols, oxidative stress, oxiapoptophagy,
promegranate seed oil / essential oils
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Revue bibliographique

I. Vieillissement et espérance de vie en bonne santé

Avec I’augmentation de la durée de vie, le vieillissement est un sujet de préoccupation majeure
tant au niveau économique que social. C’est un phénoméne démographique qui affecte
I’ensemble des pays du monde mais a des degrés différents. Actuellement, plus de 600 millions
de personnes ayant 1’age de 60 ans ou plus sont recensees sur I’ensemble des continents, et ce
nombre pourrait doubler d’ici 2050, représentant environ 20% de la population mondiale selon
I’Organisation Mondiale de la Santé (World Health Organization, 2015). Par exemple, en
France, I’espérance de vie en bonne santé s’est allongée. En effet, a ’age de 65 ans, les hommes
peuvent espérer vivre 11,3 ans et les femmes 12,6 ans sans étre limité dans les activités de la
vie quotidienne d’aprés la Direction de la Recherche, des Etudes, de I’Evaluation et des

Statistiques (DREES, 2021 : https://drees.solidarites-sante.gouv.fr/; consulté le 25 Février

2023). Cette augmentation significative de la durée de vie donne un indicateur d’espérance de
vie, calculé en 2008, qui progresse de 2 ans et 7 mois pour les femmes et 2 ans et 8 mois chez

les hommes (Figure 1).

@ Femmes @@ Hommes

-lEJSD 1960 1970 1980 1950 2000 2010 2020

Figure 1: Espérance de vie a la naissance entre 1950 et 2022 en France (DREES, 2021)

(https://drees.solidarites-sante.gouv.fr/ ; consulté le 25 Février 2023)
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Par ailleurs, les pays du nord de 1’Afrique ont connu un allongement important de 1’espérance
de vie, en particulier la Tunisie qui est passée de 42 ans en 1960 pour atteindre 77 ans pendant
ces dernieres années selon les indicateurs de la Bangue mondiale (Décembre 2019)

(https://donnees.banquemondiale.org/ ; consulté le 26 Février 2023) (Figure 2).

Espérance de vie a la naissance
(nombre d'années)

—— Algérie ——Maroc Tunisie

Figure 2: Espérance de vie a la naissance dans les pays du Nord de I’ Afrique

(https://donnees.banguemondiale.org/ ; consulté le 26 Février 2023)

Cette amélioration reste significative mais comparativement plus faible que celle de la France
qui atteint le niveau de 84 ans contre 70 ans en 1960 (Figure 1). Ces résultats méritent
cependant d’étre considéré avec prudence. En effet, I’augmentation de la durée de vie n’est pas

synonyme de vieillir dans de bonnes conditions.

Il existe de nombreux facteurs qui contribuent a I’augmentation importante du vieillissement
de la population mondiale. Parmi ceux-ci, on trouve une diminution considérable de plus de la
moitié de la mortalité infantile au cours de ces dernieres décennies passant de 12,6 millions
d’enfants morts en 1990 a 5 millions de déces en 2020 selon 1’Organisation Mondiale de la
Santé (OMS, 2019) (https://www.who.int/data/gho/data/themes/topics/topic-
details/GHO/child-mortality-and-causes-of-death; consulté le 26 Février 2023). Cette

diminution a été particulierement remarquable dans les pays a faible revenu ou le taux de la
mortalité a chuté de 60%. De plus, la vaccination représente un facteur clé dans I’amélioration
de I’espérance de vie en sauvant entre 3,5 et 5 millions de vies chaque année contre environ 20

maladies potentiellement mortelles selon I’OMS (https://www.who.int/health-topics/vaccines-

and-immunization#tab=tab_1 ; consulté le 26 Février 2023). L amélioration de 1’alimentation
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est aussi un élément crucial pour un vieillissement plus long en bonne santé. En effet, une
carence en nutriments est responsable de 20% de toutes les maladies et des mortalités dans le
monde entier. Une carence en vitamines et en minéraux peut augmenter le risque des maladies
chroniques telles que le diabéte et les maladies cardiaques (Lim et al., 2016). Ces différents
parametres conduisent a une augmentation de I’espérance de vie des personnes vieillissantes
qui s’¢léve de 5,5 ans passant de 66,5 a 72 ans entre 2000 et 2016 (Beltran-Sanchez et al.,
2015). Les avancées médicales et technologiques ont permis de prolonger la vie des individus
conduisant a un vieillissement de la population. De plus, la baisse de la fécondité est un autre
facteur considérable conduisant a une augmentation de la proportion des personnes de plus de
60 ans (Chao et al., 2019). L’indice de fécondité a été diminué, au cours du 20°™ siécle, de
pres de 50% allant de 5 a 2,6 enfants par femme et cet indice devrait encore diminuer a 2 enfants
par femme (Puts et al., 2005). Ce phénomeéne de vieillissement observé dans 1’ensemble des
continents est lié aussi aux facteurs socio-économiques: Les changements concernant
I’urbanisation et la structure familiale ont également une influence qui entraine une diminution
de la taille de famille ce qui provogue une baisse du nombre d’enfants et une élévation du
vieillissement de la population (Colcombe & Kramer, 2003; Peters et al., 2009). Les facteurs
socio-économiques, comme le niveau de développement, les conditions économiques et les
politiques sociales influencent aussi le vieillissement de la population. Par exemple, les pays a
revenu élevé ont tendance a avoir une population plus agée que les pays a revenu faibles en
raison d’un meilleur niveau de vie, de structures médicales plus efficaces et de politiques

sociales prenant plus en compte les personnes agées (Beard et al., 2016).

I1. Maladies liées a I’age

Le vieillissement est un phénomeéne naturel intrinséque qui affecte tous les organes du corps
humain. Il est important de souligner que chaque individu n’est pas égal devant le vieillissement
ce qui a conduit a distinguer le vieillissement chronologiques (age réel) du vieillissement
physiologique (age biologique : age estimé sur des parametres biologiques et physiologiques).
Toutefois, les méthodes de calcul de ’age biologique sont extrémement variables, et 1’dge
biologique estimé peut énormément differer en fonction des algorithmes de calcul utilisé. Le
vieillissement est caractérisé par une altération progressive des tissus et des organes, en raison
de plusieurs modifications cellulaires conduisant au fil du temps, c¢’est-a-dire progressivement,
a des altérations physiques non pathologiques. Le vieillissement n’est donc pas une pathologie

mais celui-ci, chez certaines personnes, peut favoriser 1’émergence de maladies liées a 1’age
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telles que certains cancers (prostate, sein), les maladies cardiovasculaires, certaines maladies
oculaires (DMLA, glaucome), des maladies neurodégénératives (maladie d’Alzheimer et de
Parkinson), la sarcopénie et 1’ostéoporose. Dans tous les cas, le vieillissement conduit a des
modifications cutanées (vieillissement de la peau), a la presbytie et a la cataracte. Le
vieillissement peut dans certains cas étre acceléré (Progeéria) ou ralenti (syndrome de Laron) en

relation avec des anomalies génétiques.

Miecux connaitre le vieillissement et les maladies liées a 1’age qui peuvent y étre associée est

donc un enjeux économique et social majeur quel que soit les pays.

1. Cancers associes au vieillissement

Le cancer est une maladie complexe et trés fréquente, mais certaines formes de cancers sont
liées a I’age. Plusieurs types de cancers comme le cancer de la prostate, certains types de cancers
du sein et les sarcomes cutanés ont des conséquences accrues sur les populations agées. En
effet, le cancer de la prostate est la forme du cancer la plus courante qui touche les hommes a
partir de I’age de 50 ans. Des études ont montré que plus de 60% des cas du cancer de la prostate
touchent les hommes &gés de 65 ans et plus (Siegel et al., 2019). Par ailleurs, environ deux tiers
des cas du cancer du sein sont diagnostiqués chez les femmes de 55 ans plus susceptibles d’avoir
des tumeurs plus agressives (Howlader et al., 2014). De méme, les sarcomes cutanés sont
également plus fréquents chez les individus agés a cause de 1’exposition cumulative aux rayons
UV qui endommage 1I’ADN et peut conduire a la formation des tumeurs (Karagas et al., 1999;
Mentzel, 2011).

Le vieillissement présente un élément indépendant pour le développement des cancers en raison
de I’accumulation des facteurs de risque environnementaux, des mutations génétiques qui se
produisent au fil du temps et de 1’affaiblissement du systéme immunitaire chez les personnes
agees, ce qui provoque une difficulté pour 1’organisme pour lutter contre les cellules

cancéreuses (Cinar & Tas, 2015).

2. Maladies cardiovasculaires

Le vieillissement déclenche des troubles structuraux et fonctionnels au niveau du systeme
cardiovasculaire qui se manifestent par une diminution de la capacité du coeur a se contracter
et a se relaxer (SEALS et al., 2011) et par une baisse d’¢lasticité artérielle entrainant une
augmentation de la pression artérielle systolique (Laurent & Boutouyrie, 2015). L’aspect

morphologique du cceur vieillissant présente aussi des modifications avec des augmentations
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de I’épaisseur, de la densité de la paroi et du volume télédiastolique du ventricule gauche. Ces
symptomes pourraient rendre les personnes agees vulnérables au développement des maladies
cardiovasculaires liées a 1’age telles que I’hypertension, la sténose aortique et I’insuffisance
cardiague congestive (Khan, Singer, et al., 2017). De plus, la fibrillation cardiaque est
considérée comme ’'une des maladies cardiovasculaires la plus courante. Sa prévalence
augmente significativement en particulier aux Etats-Unis. Une étude prévoit que 5,6 millions
d’américains agés souffriront de fibrillations cardiaques associées également a un risque accru
d’accidents vasculaires cerébraux (AVC) et de déces cardiovasculaires (Tsang et al., 2003;
Tayal et al., 2008).

Les maladies cardiovasculaires sont des maladies qui touchent le cceur et les vaisseaux sanguins
(Laurent & Boutouyrie, 2015). Elles comprennent principalement 1’athérosclérose,
I’hypertension artérielle, I’arythmie et I’insuffisance cardiaque et la maladie coronarienne. Ces
pathologies sont les plus fréquentes chez les individus agés et ayant un mode de vie a risque
(tabagisme, obésité, hypertension artérielle, hypercholestérolémie, alimentation inadéquate et
activité physique insuffisante). Une étude a révélé que les maladies cardiovasculaires affectent
plus d’un milliard de personnes et provoquent environ de 9.4 millions de décés chagque année
(Ettehad et al., 2016). D’ici 2030, un cinquiéme de la population ayant un age supérieur a 65
ans sera concerné par les maladies cardiovasculaires entrainant des décés (Costantino et al.,
2016). L athérosclérose représente la pathologie vasculaire la plus courante chez les personnes
agees caractérisée par 1’apparition des plaques d’athérome due a I’accumulation locale des
lipoprotéines de faible densité (Low Density Lipoproteins : LDL) affectant la paroi artérielle
(Russell, 1999), ce qui contribue a développer certaines maladies graves telles que les maladies
cardiaques (infarctus) (Zarrouk et al., 2014).

3. Maladies oculaires
Le vieillissement oculaire concerne toutes les personnes au-dela de 50 ans : presbytie, cataracte,
parfois DMLA et/ou glaucome. Ces maladies invalidantes peuvent étre corrigées plus ou moins

facilement.

3.1. Preshytie
La presbytie est une maladie courante qui se développe chez les personnes de plus de 40 ans.
En 2005, cette pathologie a touché plus d’un milliard de la population mondiale (Fricke et al.,
2018). C’est un processus naturel inévitable qui se produit lorsque le cristallin de 1’ceil perd son

élasticité ce qui provoque un trouble de vision avec une difficulté de la mise au point. Elle est
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caractérisee aussi par une réduction de la taille de la pupille et de la luminance rétinienne avec
des altérations au niveau de l'emplacement physique et de la quantité de diverses cellules
comme les photorécepteurs et les cellulaires bipolaires et ganglionnaires de la rétine (Erdinest
et al., 2021). 1l existe plusieurs facteurs contribuant a la presbytie notamment les changements
structurels de I’ceil avec I’avancée de I’age et I’exposition a long terme a la lumiére bleue émise
par les écrans et les dispositifs électroniques ce qui peut provoquer des chutes, et ce qui affecte
potentiellement la qualité de vie de la personne en perturbant I’exécution des taches

quotidiennes courantes.

3.2. Cataracte
La cataracte est une maladie oculaire trés fréquente qui est 1’une des principales causes de
déficience visuelle dans le monde. La cataracte peut apparaitre dés 1’age de 50 ans avec
I’apparition de symptomes marqués entre 1’age de 60 et 70 ans. Cette pathologie se manifeste
par une opacification du cristallin (Jackson & Owsley, 2003). Selon ’OMS, la cataracte est a
I’origine de plus de 40% de cas de cécité chez les populations agées (Xu et al., 2020). Une
¢tude a affirmé que 1’exposition accrue aux dommages oxydatifs est I’un des facteurs majeurs

induisant le développement de la cataracte chez les personnes hypertendues (Kisic et al., 2018).

3.3. Dégénérescence maculaire liée a I’age (DMLA)
La dégénérescence maculaire liée a I’age (DMLA) est une pathologie dégénérative rétinienne
qui apparait chez les sujets de plus de 50 ans. La DMLA affecte la macula de la rétine,
responsable de la vision centrale et de la perception des couleurs en raison de 1’accumulation
de dépdts lipidiques rétiniens appelés driisen, ce qui peut entrainer une vision centrale floue
(Thomas et al., 2021). Au cours cette maladie, le stress oxydant s’éléve au sein de cellules
épithéliales pigmentaires de la rétine. Ceci conduit a la formation de 7-cétocholestérol (7KC)
favorisant le développement et I’aggravation de la maladie par ses effets pro-oxydants et pro-

inflammatoires (Moreira et al., 2009; Rodriguez et al., 2014).

3.4. Glaucome

Le glaucome est une maladie oculaire chronique qui représente aussi une cause de cécité
irréversible dans le monde. C’est une neuropathie optique caractérisée par une pression
intraoculaire élevée avec une dégénérescence progressive des cellules ganglionnaires de la
rétine, ce qui induit une perte de vision périphérique permanente (Weinreb et al., 2014). Il
existe deux types de glaucome notamment le glaucome a angle ouvert et le glaucome a angle
ferme. Le glaucome a angle ouvert est le type le plus fréequent défini par une atrophie
progressive des fibres nerveuses optiques et par une pression intraoculaire élevée, tandis que le

7
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glaucome a angle fermé, qui est moins courant, comprend un écoulement du liquide
intraoculaire appelé I’humeur aqueuse engendrant des symptomes aigus tels que les nausées, le
vomissement et des douleurs optiques. La prévalence de cette pathologie, qui est trés fréquente
chez les populations asiatiques et africaine, a connu une accélération considérable : En 2010,
une estimation du nombre de personnes atteintes était de 1’ordre de 60,5 millions pour atteindre
79,6 millions en 2020 (Quigley & Broman, 2006).

3.5. Maladies neurodégénératives liées a I’age : Alzheimer et Parkinson

Au niveau cérebral, le vieillissement peut entrainer une diminution des capacités cognitives
(Aartsen et al., 2002) caractériseée par une neurogenese altérée associée a des modifications de
la structure et de la plasticité synaptique (Sikora et al., 2021). Ce déclin cognitif peut favoriser
une baisse de I’autonomie et de la qualité de vie empéchant un « vieillissement sain et réussi »
(Vanleerberghe et al., 2017). Au niveau cérébral, le vieillissement peut en fonction de
différents facteurs intrinséques et extrinseques conduire a des maladies neurodégénératives
comme la maladie de Parkinson et d’Alzheimer (Loerch et al., 2008). Le vieillissement
constitue un facteur de risque majeur pour le développement des démences vasculaires dues a
des problemes de circulation sanguine cérébrale (Gorelick et al., 2011; O’Brien & Thomas,
2015).

e La maladie de Parkinson est une maladie neurodégénérative chronique liée a I’age qui
touche le systéme nerveux central dans les régions cérébrales responsables du contréle
et de la coordination des mouvements. C’est un trouble tres fréquent qui affecte 2 a 3 %
des personnes agés de plus de 65 ans. Cette maladie est caractérisée par la perte
progressives des neurones dopaminergiques dans la substance noire du cerveau
induisant une diminution de production de dopamine, qui le neurotransmetteur
responsable a la régulation des mouvements du corps, avec des inclusions
intracellulaires contenant des agrégats d’a-synucléine (Poewe et al., 2017), ce qui
provoque des tremblements, une lenteur des mouvements, une rigidité musculaire avec
des troubles d’équilibre et de la coordination (Jankovic & Kapadia, 2001). Bien que
des facteurs environnementaux présentent un impact sur le développement de la
maladie, des facteurs génétiques semblent impliqués notamment des mutations au
niveau du géne SNCA codant pour la protéine a-synucléine (Polymeropoulos et al.,
1997) et au niveau du gene LRRK2 codant pour la protéine Leucine-Rich Repeat Kinase
2 (Zimprich et al., 2004). Au niveau cellulaire, le stress oxydatif qui résulte d’un

déréglement de 1’équilibre redox par 1’augmentation de la production des ERO, se
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manifeste comme un élément clé du processus de dégénérescence entrainant une
oxydation des protéines (carbonylation protéique) et de I’ADN, un dysfonctionnement
mitochondrial, et une peroxydation lipidique (Trist et al., 2019), ce qui provoque
’altération de la fonction et de la structure des tissus nerveux d’ou la perte progressive

des neurones.

e La maladie d’Alzheimer est une maladie neurodégénérative liée a 1’age, qui présente la
principale cause de démence. En 2001, plus de 24 millions d’individus sont affectés, et
ce chiffre devrait connaitre une augmentation exponentielle pour atteindre 81 millions
en 2040 (Blennow et al., 2006). La maladie d’Alzheimer est caractérisee par des
troubles cognitifs et comportementaux, perte de mémoire, stress oxydant et
accumulation de protéines pro-agrégantes (amyloide-p) dans des régions bien définies
du cerveau, ce qui favorise la formation des plaques AP et des enchevétrements
neurofibrillaires par hyperphospohorylation de la protéine Tau (Figure 3). Ces
symptobmes sont accompagnés par des facteurs de risque, ayant un impact sur
I’extension de cette maladie, tels que ’avancée en age, les traumatismes craniens et

d’autres facteurs génétiques et environnementaux (Breijyeh & Karaman, 2020).

Cortex cérébral

Neurones sains

Cerveau normal Hippocampe

Rétrécissement

du cortex cérébral  Ventricules élargis

R
Enchevétrements
neurofibrillaires Tau 7 2
Rétrécissement ﬁ%
Cerveau malade de I’hippocampe

Plaques AR

Figure 3: Structure physiologique du cerveau et de neurones : a) cerveau sain et b) cerveau

atteint par la maladie d'Alzheimer (Breijyeh & Karaman, 2020)
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L’intensification de la protéine Tau hyperphosphorylée, 1’accumulation de I’AB et la
dégenérescence neurofibrillaire déclenchent la mort cellulaire en perturbant les membranes
mitochondriales, ce qui va altérer les activités enzymatiques de la chaine respiratoire, libérer
les radicaux libres et activer les caspases en réponse au stress oxydatif induit (Nury et al.,
2020). De plus, des facteurs génétiques sont associes a un risque accru au développement de la
maladie d’Alzheimer. Ces facteurs comprennent des mutations de préséniline 1 et 2 (PSEN 1
et PSEN 2) et des mutations ou duplications de I’APP (Amyloid Precursor Protein) (Ryan &
Rossor, 2010; Hardy, 2017). Des études ont montré que les mutations du PSEN 1 et PSEN 2
engendrent un dysfonctionnement lysosomal qui contribue a un nombre important
d’autophagosomes générés par une autophagie mitochondriale (Barrientos et al., 2015). Les
mutations de PSEN 1 favorisent la production d’AB42 qui est la forme la plus toxique de I’AB,
en altérant la signalisation Notch dans les cellules neuronales (Thinakaran & Koo, 2008). Une
autre étude a révélé que les mutations induites au niveau de I’APP stimulent la production
d’AP40 et AP42 provoquant une accumulation accrue de plaques amyloides dans le cerveau

des souris transgéniques (Mucke et al., 2000).

Actuellement, afin de traiter les symptomes la maladie d’Alzheimer, les médicaments
approuvés sont des inhibiteurs de 1’enzyme cholinestérase tels que la galantamine et le
donépézil et des antagonistes non compétitifs des récepteurs de 1’acide N-méthyl-D-aspartique
tels que la mémantine ; néanmoins, ces medicaments présentent une faible efficacité (Breijyeh
& Karaman, 2020).

3.6.  Sarcopénie : dégénérescence du muscle squelettique
La masse musculaire squelettique et la densité osseuse diminuent avec le vieillissement, en
particulier chez la femme agée (Manini & Clark, 2012). Ce déclin fonctionnel contribue a une
perte d’équilibre et de mobilité, a une perte d’autonomie ainsi qu’a une augmentation du risque
de chute chez les personnes agées (Evans & Lexell, 1995; VELLAS et al., 2013; Frontera,
2017). Chez certaines personnes on peut observer une diminution des réflexes et de la force
musculaire pouvant nécessiter une prise en charge nutritionnelle et/ou médicale (Cruz-Jentoft
etal., 2019). Cette perte de masse musculaire peut aboutir a la sarcopénie. C’est une pathologie
définie comme la perte progressive de la force, de la masse et de la fonction musculaires
accompagnee par une perte du potentiel de régénération avec une augmentation de la graisse
corporelle. La sarcopénie est élevée chez les individus agés a mobilité réduite et peut atteindre

jusqu’a 50% chez les personnes ayant 1’age de plus de 80 ans (Cruz-Jentoft et al., 2010), ce
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qui contribue a une réduction de la durée et de la qualité de vie ainsi qu’une augmentation des
risques de chute, de dépendance et de la mortalité (Polero et al., 2021). La physiopathologie
de la sarcopénie est causée par divers facteurs principalement la mauvaise nutrition, la
diminution de 1’activité physique, 1’altération du métabolisme musculaire et 1’inflammation
chronique. La sarcopénie est associée a une inflammation chronique, un stress oxydant et un
dysfonctionnement mitochondrial contribuant & des défenses antioxydantes atténuées et a une
augmentation de la production des radicaux libres (Gaffney et al., 2018). Ces changements
participent a I’altération de la fonction mitochondriale, a 1’affaiblissement de la capacité aérobie

des muscles squelettiques et a la diminution de la taille et de la qualité des fibres musculaires.

3.7. Ostéoporose
Cette pathologie liée a 1’age est caractérisée par une altération de I’architecture osseuse ainsi
qu’a une diminution de la densité minérale osseuse, ce qui entraine une fragilité osseuse
aggravée avec un risque accru de fractures (Cosman et al., 2014) dont les plus fréquentes sont
des fractures de la colonne vertébrale, du poignet et de la hanche. Environ de 200 millions
d’individus de la population mondiale souffrent de 1’ostéoporose, ce qui engendre des
conséquences graves pour la qualité de vie de ces personnes (Sozen et al., 2017). Il est
important de souligner que 1’amélioration de la qualité de vie des patients peut prévenir les
facteurs de risque et que I’ostéoporose est liée au manque d’activité physique, a la

consommation excessive d’alcool, au tabagisme et a la ménopause.

3.8.  Vieillissement cutané
Le vieillissement cutané est la forme la plus évidente du vieillissement. C’est un phénomeéne
naturel qui apparait avec 1’age. C’est un processus qui résulte qui fait intervenir de nombreux
facteurs pouvant entrainer des dommages au niveau des fonctions cutanées (Csekes &
Rackova, 2021). Le vieillissement cutané conduit a 1’apparition de rides et de ridules avec
diminution d’élasticité, de densit¢é et de volume accompagnée par des modifications
pigmentaires touchant les différentes couches de la peau (épiderme, derme) (Figure 4). Le
renouvellement cellulaire est abaissé avec un ralentissement de la prolifération des
kératinocytes. Le vieillissement de la peau n’est pas qu’un signe visible avec 1’age, mais il est
associe a une combinaison de facteurs intrinseques et extrinseques (Farage et al., 2008). Les
facteurs extrinséques sont le tabagisme, les facteurs de stress (anxiété, mode de vie, etc),
pollution atmosphérique et exposition au soleil. En effet, les rayons ultra-violet (UV) du soleil
provoquent des dommages au niveau structurel en réduisant la production de collagene et

d’¢élastine, ce qui induit a la formation de rides et de ridules associés a des taches pigmentaires
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et a un aspect rugueux ; les UV favorisent aussi la mutagénicité par production accrue d’espéces
réactives de 1’oxygeéne (ERO) et provoquent également des dysfonctions mitochondriales
(Fisher et al., 2002). Les UV peuvent aussi modifier des activités enzymatiques provoquant la

déstructuration de 1’épiderme et du derme (Csekes & Rac¢kova, 2021; Papaccio et al., 2022).

Les facteurs intrinséques liés au vieillissement cutané comprennent des modifications de
I’expression des kératines au niveau de 1’épiderme et une réduction de la production de
collagene et d’élastine impliquées dans la capacité de rétention de 1’eau au niveau du derme (S.
Zhang & Duan, 2018).

Figure 4: Aspect morphologique de la peau d'une personne agee (Farage et al., 2008)

3.9. Maladie pulmonaire
Le vieillissement peut également affecter la fonction pulmonaire ou la capacité respiratoire peut
baisser de 20% ou plus chez les personnes de plus de 70 ans (Khan et al., 2017). En effet, les
personnes agées subissent des modifications physiologiques au niveau de la structure et de la
fonction des poumons telles que la réduction de la flexibilité des alveoles, ce qui reduit la
capacit¢ des poumons de se dilater et se contracter efficacement d’ou une ventilation
insuffisante pour répondre aux besoins de 1’organisme en oxygéne. Ceci peut altérer, la fonction
des muscles respiratoires ce qui amplifie le phénomene (Rodriguez-Roisin et al., 1999). Ces
changements rendent les personnes agées plus vulnérables aux maladies respiratoires :

emphyséme, pneumonie et bronchite chronique.
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3.10. Maladies génétiques associees a un vieillissement accéléré
3.10.1. Progéria

La définition de cette maladie a été introduite par Gilford. Ce syndrome a été decrit pour la
premiere fois en 1886 comme une absence congénitale de cheveux et de leurs appendices; il est
aussi connu sous le nom de syndrome de Progéria de Hutchinson-Gilford (Agarwal et al.,
2010). Cette maladie génétique (autosomique dominante), rare (affectant une personne sur 4
millions au niveau de la population mondiale) entraine un vieillissement prématuré :
ralentissement aigu de croissance ; développent de caractéristiques semblables & une personne
agée. Les symptomes de Progéria sont visibles dés 1’age de 1 ou 2 ans. La Progéria est le résultat
d’une mutation génétique qui touche une protéine appelée Lamine A (Eriksson et al., 2003).
Cette protéine sert @ maintenir la structure du noyau cellulaire. Cette mutation induit une
accumulation de la protéine Progérine qui interfére avec le fonctionnement normal de la cellule.
La progéria est caractérisée par une croissance lente, des os fragiles, une peau fine et ridée et
une insuffisance cardiaque ce qui rend les enfants malades susceptibles de développer des
maladies cardiovasculaires telles que les accidents vasculaires cérébraux et les crises cardiaques
(Gordon et al., 2011; Gordon et al., 2014).

3.10.2. Syndrome de Laron

Le syndrome de Laron est aussi une pathologie génétique liée a 1’dge qui contrairement a la
Progéria augmente 1’espérance vie. Ce syndrome est rare avec une prévalence estimée a 1 sur
1 million dans le monde entier. Cette maladie est caractérisée par un nanisme sévére, une
réduction de la masse musculaire, une faible densité osseuse, une dysmorphie faciale et de
I’obésité (Laron, 2004). Des travaux, menes pour comprendre 1’impact et la prévalence du
syndrome de Laron sur la population des indiens de I’Amérique du Sud, ont indiqué que cette
population est affectée par la maladie avec un taux de prévalence de I’ordre de 1 pour 4 000
habitants dans certaines régions de I’Equateur et du Pérou (Guevara-Aguirre et al., 2015). De
méme, il est suggéré que cette pathologie touche certaines populations juives éthiopiennes avec
une estimation de 1 pour 400 habitants. Le syndrome de Laron est causé par une mutation
génétique au niveau du récepteur de I’hormone de croissance (GH: Growth Hormone)
empéchant la liaison entre I’hormone et son récepteur ce qui va limiter, par conséquent, la
capacité a stimuler la croissance des tissus et des 0s. Les personnes affectées par le syndrome

de Laron ont des taux de GH elevés et produisent peu d’IGF-1 (Insuline-like Growth Factor-1).
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4. Implication de la génétique et de I’épigénétique dans le vieillissement

4.1. Aspect généetique du vieillissement
Le vieillissement implique plusieurs mécanismes cellulaires et moléculaires. Les découvertes
récentes dans le domaine de la génétique ont révélé que les variations génétiques jouent un role
secondaires dans le vieillissement (Gialluisi et al., 2021). La génétique interviendrait a 25%

dans le processus de vieillissement et I’épigénétique a 75% (Herskind et al., 1996).
Les génes impligués dans le vieillissement sont les suivants :

v" SIRTL1 (Sirtuin 1): ce géne code pour une protéine appelée Sirtuine 1 qui joue un réle
clé dans la stabilité et le maintien du génome, la prolifération cellulaire, I’apoptose,
I’autophagie, la senescence ainsi que dans la régulation épigénétique de I’homéostasie

des tissus et dans de nombreuses maladies (Alves-Fernandes & Jasiulionis, 2019).

v' pb3: ce géne peut moduler la réparation de I’ADN, I’apoptose et la senescence
cellulaire et fonctionne comme un facteur de transcription dans le contrdle du cycle

cellulaire et dans les réponses au stress des cellules (Rufini et al., 2013).

v" APOE (Apolipoprotein E) : ce géne code pour la protéine apolipoprotéine E qui sert a
transporter le cholestérol et d’autres lipides au niveau du systéme nerveux central. Elle
est impliquée le métabolisme glucidique et la fonction mitochondriale ainsi que dans
I’intégrité vasculaire et la plasticité synaptique (Wisniewski & Drummond, 2020). Les
modifications de ce géne ont été associées a un risque accru des maladies

cardiovasculaires comme ’accident vasculaire cérébral et la maladie coronarienne.

v Nrf2 (Nuclear factor erythroid 2) : ce gene code pour un facteur de transcription de la
région basique de la leucine jouant un rdle régulateur dans 1’expression génétique
coordonnée des enzymes antioxydantes et détoxifiantes afin de lutter contre les
dommages oxydatifs induits par des conditions environnementales défavorables
(Zgorzynska et al., 2021). La réduction de I’expression de Nrf2 peut entrainer des
maladies li¢es a 1’age telles que la maladie d’ Alzheimer, les maladies cardiovasculaires ;
tandis que son activation permet de prolonger la durée de vie d’ou Nrf2 est considéré

comme une cible prometteuse pour le développement des thérapies anti-age.

v" FOXO (Forkhead box O) : ce gene code pour la famille des facteurs de transcription
(FOXO) régulant de nombreux processus biologiques notamment la différenciation, la

prolifération cellulaire et la senescence. Une mutation de I’expression et de la fonction
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FOXO peut causer des maladies graves en particulier le cancer (Jiramongkol & Lam,
2020).

Daf-16 : C’est un géne orthologue de la famille FOXO des facteurs de transcription chez
le nématode Caenorhabditis elegans qui présente un organisme modéle pour étudier
I’impact génétique lié au vieillissement. Daf-16, codant pour une protéine FOXO et
localisé sur le chromosome 1, est défini comme un régulateur clé de 1’espérance de vie
de ce ver. En effet, il a été identifié que ce gene agit comme un facteur de transcription
en régulant I’expression de nombreux genes impliqués dans de nombreux processus
biologiques tels le métabolisme, les stress oxydatif, 1’apoptose, la lipogenése et
régénération tissulaire (Lee et al., 2003; van der Horst & Burgering, 2007). Les
mutations de Daf-16 entraine une réduction de I’espérance de vie chez Caenorhabditis
elegans, tandis que son activation peut une extension profonde de la durée de vie (C.
Kenyon, 2005). Plusieurs travaux ont mis en évidence 1’importance de Daf-16 dans le
vieillissement et la longévité. Une étude a indiqué que la durée de vie de ce ver peut
également doubler en grace a I’activation de ce gene alors que son atténuation peut

réduire 1’espérance de vie (Kenyon et al., 1993; Lin et al., 1997).

Daf-2 : ce géne code pour un récepteur de la tyrosine kinase de I’insuline qui régule la
voie de signalisation de I’insuline/IGF-1 (Insulin-like Growth Factor-1) jouant un réle
important dans les voies métaboliques régulant le rythme de vieillissement (Mahesh et
al., 2021). Des études menées sur Caenorhabditis elegans (Kenyon et al., 1993;
Kenyon, 2005) et sur les drosophiles (Tatar et al., 2001) montrent que les mutations
qui réduisent sur la fonction de ce gene (sous-expression) contribuent a un élargissement
de I’espérance de vie caractérisé notamment par une résistance au stress oxydant, alors
que les mutations qui augmentent sa fonction (surexpression) raccourcissent la durée de
vie. Il a été suggéré que la réduction de I’activité de la voie de signalisation de
I’insuline/IGF-1 peut aussi prolonger la durée de vie des mammiféres et de
Caenorhabditis elegans en améliorant la survie en réponse au stress environnementaux
(Kenyon, 2010; Denzel et al., 2019).

mTOR (mammalian Target Of Rapamycine) : ce géne module 1’autophagie, la
croissance et la prolifération cellulaire. Une signalisation dérégulée de mTOR peut
favoriser de nombreuses maladies y compris les hémopathies malignes contribuant au

développement de leucémie (Fan et al., 2021).
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v' CETP (Cholesteryl Ester Transfer Protein) : C’est un géne porté par le chromosome 16
humain. CETP est une protéine impliquée dans le métabolisme des lipides jouant un
role central en facilitant les échanges de cholestérol estérifié entre les différentes
lipoprotéines. Il est suggéré que des variations génétiques de CETP chez les personnes
agées de 70 ans et plus peuvent étre associées a un risque accru de maladies
cardiovasculaires, notamment les maladies coronariennes (Jiang et al., 1992; Niu &
Qi, 2015; Schaefer et al., 2019).

v’ Serpine 1 : ce gene, situé sur le bras long du chromosome 7 humain, est connu sous le
nom de gene de l'inhibiteur de I’activateur du plasminogene de type 1 (PAI-1:
Plasminogen Activator Inhibitor-1) qui est un inhibiteur de la fibrinolyse. Le géne
Serpine 1 baisse la production de la protéine PAI-1 contribuant au vieillissement dont
son niveau est élevé chez les personnes agés, en particulier les personnes obéses, les
diabétiques ou les individus qui souffrent des maladies cardiovasculaires. Cependant,
les Amish sont susceptibles de porter le géne Serpine 1 d’ou le ralentissement du
vieillissement (environ dix ans de plus) (Khan, Shah, et al., 2017). Pour cette étude,
une molécule TM5007 a été injectée dans des souris. Cette molécule neutralise PAI-1
entrainant une augmentation de la fibrinolyse. Sur la base de la structure de cette
molécule, un autre agent TM5272 inhibe PAI-1 ce qui refléte que les souris traitées ont
vécu plus longtemps que leur espérance de vie en réduisant le risque de développement

des maladies cardiovasculaire (Izuhara et al., 2010; Ploplis, 2011).

Le vieillissement est associé a I’accumulation de dommages de I’ADN (mutations, Iésions et
cassures de I’ADN). Ces dommages peuvent étre causes par des facteurs environnementaux tels
que les radiations, les produits chimiques et 1’oxydation. Le géne APOE est aussi impliqué dans
le métabolisme de lipides et qui est associé a la maladie d’Alzheimer et a la longevité. Le géne
FOXO3 est également associé a la longévité chez les humains et il est impliqué dans la
régulation de I’expression génique en réponse aux facteurs de stress environnementaux
(Brooks-Wilson, 2013).

D’autres recherches ont révelé que les téloméres, les extrémités du chromosomes qui protégent
I’ADN, raccourcissent avec 1’age (Brooks-Wilson, 2013). Des variations génétiques peuvent
affecter la vitesse a laquelle les téloméres raccourcissent, ce qui peut influencer la durée de vie
des cellules. Des études sur les animaux ont montré que des manipulations génétiques peuvent
prolonger la durée de vie (Bonkowski & Sinclair, 2016). En effet, la suppression du gene de
sirtuine chez drosophiles, mouches des fruits, raccourcit leur durée de vie, tandis que la
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surproduction de sirtuine chez les souris prolonge leur durée de vie (Rogina & Helfand, 2004;
Satoh et al., 2013).

Il est important de souligner que le vieillissement est un processus multifactoriel (Vijg & Suh,
2005), impliquant d’une part des variations génetiques qui peuvent influencer les mécanismes
moléculaires tels que la réparation de I’ADN et la longueur des téloméres (Jiang et al., 2021),
et d’autre part des facteurs environnementaux tels que 1’alimentation, 1’exercice physique, le

stress et I’hygieéne de vie.

4.2. Aspect épigénétique du vieillissement
L’épigénétique regroupe 1’ensemble des facteurs externes physiques (UV, radiations) et
chimiques (toxines) pouvant influencer I’expression des génes et la synthése protéique. Ces
facteurs épigénétiques peuvent influencer la méthylation de I’ADN qui se traduit par 1’addition
d’un groupe méthyle au niveau de sites spécifiques de I’ADN, généralement des cytosines
(Carmona & Michan, 2016) comme le site dinucléotidique CpG (Horvath, 2013). La
méthylation de I’ADN peut affecter la régulation de I’expression des génes impliqués dans de
nombreux processus biologiques tels que 1’homéostasie et la prolifération cellulaire
(Rowbotham, 2015) ainsi que dans la réparation de I’ADN, la régulation de I’immunité et la
réponse au stress induit par des stimuli environnementaux. De plus, une diminution de la
méthylation de ADN a ¢été associée a une diminution de la fonction mitochondriale
(Baccarelli et al., 2009). Des changements dans la méthylation de I’ADN dans les régions
régulatrices des genes ont été associés a des modifications de 1I’expression de génes impliqués

dans la progression de I’age et dans les maladies liées a 1’age (Liu et al., 2018).

Les facteurs environnementaux peuvent aussi agir sur les protéines (enzymes, récepteurs, etc)
et affecter leur traduction et leur conformation. Ceci peut avoir d’importante répercutions sur
le métabolisme, 1’inflammation, le stress oxydant, I’induction de mort cellulaire et I’activation

de la sénescence (Rufini et al., 2013).

Parmi les facteurs environnementaux influengant le vieillissement ; le régime alimentaire est
prépondérant et constitue un paramétre sur lequel il est possible d’agir pour vieillir en bonne
santé en repoussant 1’age du « vieillissement dépendant » qui est un vieillissement associé a la
maladie. Le régime Meéditerranéen et le régime d’Okinawa constituent deux types
d’alimentation ayant un impact positif sur le vieillissement en bonne santé. Plusieurs travaux
ont aussi révélé que I’activité physique est importante pour vieillir en bonne santé (Strasser &

Fuchs, 2015) et prévenir le declin cognitif (Bherer et al., 2013), I’ostéoporose et la sarcopénie.
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L’exposition aux toxines, le stress et 1’activité physique peuvent également modifier les
marqueurs epigénétiques du vieillissement, c’est le cas du bisphénol A, compose organique de
la famille des aromatiques, utilisé principalement dans la fabrication de plastiques et de résines,
qui modifie la méthylation de I’ADN et affecte la fonction mitochondriale avec pour

conséquence une accélération du vieillissement (Bansal et al., 2017)

I11. Implication du stress oxydant dans le vieillissement

1. Stress oxydant
Le stress oxydant se définit par une rupture d’équilibre entre les especes réactives de I’oxygene
(ERO) ou les especes réactives d’azote (ERA) et les systémes antioxydants (Figure 5). Ce
déséquilibre est di a une surproduction d’espéces radicalaires ou alors un déficit des
mécanismes de défense anti-oxydants, ou enfin la combinaison de ces deux phénomenes aboutit
a une surexposition des molécules biologiques cibles vis-a-vis des réactions oxydatives

dommageables (Scandalios, 2002).

[

Equilibre

Stress oxydant
[Surproduction
de ROS)

Stress oxydant
(affaiblissement
des défenses)

Figure 5: Stress oxydant résultant d’un déséquilibre entre les ROS et les antioxydants
(Scandalios, 2002)

Dans des conditions physiologiques normales, les cellules sont capables d’équilibrer la

générations des espéces radicalaires et les antioxydants aboutissant a un équilibre rédox
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cellulaire. En effet, I’organisme dispose en permanence des radicaux libres (les ERO et les
ERA) produits en faibles proportions afin d’assurer un bon fonctionnement cellulaire en
intervenant dans le déroulement des voies de signalisation cellulaire qui contrélent diverses
fonctions physiologiques telles que la fonction cérébrale, la fonction immunitaire, la production
d’énergie (Valko et al., 2007; Phaniendra et al., 2015; Gomes et al., 2017). Un radical libre
est un atome ou une molécule possédant un électron non apparié sur sa couche externe, ce qui
lui confére une grande instabilité et une forte réactivité avec les molécules stables pour
d’apparier a son électron (Li et al., 2015). Il peut étre radicalaire comme 1’anion superoxyde
O2e-, le radical hydroxyle HOe, le monoxyde d'azote *NO, ou non radicalaire comme le
peroxyde d’hydrogéne (H20,), I’Ozone (Os), I’oxygéne singulet (*O,). Cette production est
parfaitement maitrisée par des systemes de défense, lesquels sont adaptatifs via les niveaux des
radicaux présents. Ces systemes de défense antioxydants peuvent étre enzymatiques
(endogeénes) a travers les enzymes antioxydantes Catalase, GPx, SOD, glutathion réductase, ou
non-enzymatiques (exogenes) par 1’alimentation particulierement riche en polyphénols, en
vitamines (vitamines A, C, E) et en caroténoides réduisant les altérations oxydatives (Wang et
al., 2014). Les espéces radicalaires, tout en étant indispensables au bon fonctionnement
cellulaire, sont les principaux perturbateurs de cet équilibre, étant donné leur grande réactivite.
En effet, I’excés de radicaux libres non neutralisés par les défenses est trés dommageable pour
les macromolécules essentielles des cellules, ce qui conduit a une rupture de I’homéostasie
RedOx entrainant des perturabations structurelles et fonctionnelles pouvant finir par une mort
cellulaire. Cet état est observé physiologiquement au cours du vieillissement et il est a I’origine
de I’apparition de pathologies chroniques (Valko et al., 2007), en particulier des pathologies
cérebrales et cardiovasculaires en raison des besoins du cerveau et du coeur consommant

beaucoup d’oxygene (Corbi et al., 2008).

2. Modifications moléculaires

Le stress oxydant, caractérisé entre autre par une surproduction d’espéces radicalaires est un
processus physiologique qui peut provoquer des modifications et des endommagements
oxydatifs aux biomolécules (lipides, protéines, ADN), contribuant éventuellement a de
nombreuses maladies chroniques telles les maladies neurodégénératives, les maladies

cardiovasculaires, certains cancers et le diabéte de type 2 (Fang et al., 2002).
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2.1. Peroxydation lipidique

La peroxydation lipidique est un processus physiologique qui se produit par un stress oxydatif
contribuant a des attaques radicalaires au niveau des lipides, notamment les acides gras
polyinsaturés (AGPI), dans les membranes cellulaires. Le SNC présente une sensibilité
importante face a la peroxydation lipidique en raison de sa forte teneur en lipides, ce qui favorise
le développement de la maladie d’Alzheimer (Chen & Zhong, 2014) et de la maladie de
Parkinson (Dias et al., 2013). En effet, les constituants lipidiques neuronaux contiennent des
taux importants d’acides gras insaturés qui comportent une ou plusieurs doubles liaisons
présentant une cible d’attaque des radicaux libres (Ayala et al., 2014). L’atteinte des AGPI se
déclenche par une réaction en chaine pour détériorer les AGPI voisins (Allanbutterfield et al.,
2002), ce qui entraine la formation de nombreuses molécules de dégradation dont les plus
abondantes sont le 4-hydroxy-2-nonenal (4-HNE) et le malondialdéhyde (MDA) (Sultana et
al., 2013; Ayala et al., 2014) (Figure 6).

OH
OM 4-hydroxy-2-nonenal (4-HNE)
OWO Malondialdéhyde (MDA)

Figure 6: Structure chimique des principaux produits de la peroxydation lipidique
(aldéhydes)

Le 4-HNE et le MDA sont des marqueurs du stress oxydant et peuvent former des liaisons
covalentes avec d’autres lipides et/ou des proteines (carbonylation protéique). Cette cascade de
modifications provoque d’importants problémes définis par des perturbations de la fonction
cellulaire et des dommages tissulaires, ce qui peut également contribuer a des diverses maladies
chroniques. Le processus de peroxydation lipidique engendre des changements au niveau de la
membrane plasmique caractérisés par une diminution de la fluidité membranaire, des
perturbations de I’intégrité de la membrane et des perturbations de la transmission des signaux
au niveau des recepteurs membranaires suite a 1’oxydation des phospholipides et

éventuellement des récepteurs si ceux-ci contiennent des résidus lysines (Ayala et al., 2014).

Ainsi, tous les lipides peuvent étre sujets au stress oxydant y compris le cholestérol qui peut

subir des oxydations et former des composés oxydés du cholestérol appelés oxystérols
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(Schroepfer, 2000). Cependant, I’oxydation du cholestérol est précédée par celle des acides

gras polyinsaturés.

Le corps dispose des mecanismes pour neutraliser les radicaux libres et limiter la peroxydation
lipidique a travers des molécules antioxydantes, telles que le Glutathion et I’a-tocophérol et des
enzymes antioxydantes, telles que la superoxyde dismutase (SOD) et la catalase (Su et al.,
2019), qui vont capter les ERO avant qu’ils réagissent avec les lipides, ce qui présentent des
mécanismes clé de defense contre le stress oxydatif et la peroxydation lipidique. Des études ont
montré que I’administration de la vitamine E pouvait réduire le stress oxydant et la peroxydation
lipidique. La vitamine E contient quatre tocopherols (a-, B-, y- et 6-tocophérol) et quatre
tocotriénols (a-, B-, y- et -tocotriénol) ou 1’a-tocophérol présente la forme la plus répondue
dans le régime occidental avec une activité antioxydante importante (Cardenas & Ghosh,
2013), ce qui lui permet de réduire les effets délétéres causés par les ERO ou par certains
oxystérols tels le 7KC et le 7B-OHC (Ragot et al., 2013). Il est important de noter que le
maintien de 1’équilibre entre les radicaux libres et les antioxydants est crucial pour prévenir et

réduire le stress oxydant et la peroxydation lipidique.
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2.2. Carbonylation protéique

La carbonylation protéique est une modification post-traductionnelle oxydative des protéines
qui implique I’addition d’un groupe carbonyle sur la chaine latérale d’un résidu d’acide aminé
(Arginine, Lysine, Proline, Cystéine, Thréonine, Leucine, Histidine) (Stadtman & Levine,
2003). En effet, les protéines sont susceptibles de subir des attaques radicalaires induites par
des agents oxydants comme les ERO et le peroxynitrite, ce qui favorise leur oxydation
entrainant des dysfonctionnements cellulaires (Dalle-Donne et al., 2003). Par exemple, les
ERO peuvent modifier la pro-caspase-9 qui s’active et se transforme en caspase-9 en

déclenchant directement le processus d’apoptose dans la cellule (Kim & Park, 2003).

La carbonylation protéique, qui est un marqueur freguemment utilisé pour évaluer 1’état du
stress oxydant dans les tissus et les cellules (Nakamura et al., 2010), peut également provoquer
des altérations des protéines au niveau structural et fonctionnel. Ceci est di a la formation de
protéines carbonylées, des clivages des chaines peptidiques et des ponts bi-tyrosine intra- et
inter-chaines (Haleng et al., 2007), qui peuvent induire des agrégats et des perturbations des
processus cellulaires normaux tels que la signalisation cellulaires, la réplication d’ADN et la

synthése protéique.

Ces protéines carbonylées peuvent étre reconnues et éliminées par un systéme de dégradation
des protéines, y compris I’autophagie et le protéasome. En, effet, I’autophagie est un processus
de dégradation des protéines qui permet d’encapsuler les protéines endommagées et les livrer
aux lysosomes afin de les dégrader, tandis que le protéasome, qui est une grande protéine

complexe, sert a dégrader les protéines en petits peptides (Bollineni et al., 2014).

Plusieurs modifications post-traductionnelles peuvent avoir lieu lors de la carbonylation
protéique permettant la transduction des signaux moléculaires au sein des cascades de
signalisations cellulaires (Hess & Stamler, 2012). En effet, I’oxydation des protéines favorise
la formation des marqueurs dont les plus abondants sont des groupements carbonyles, avec
présence d’une double liaison entre les atomes de carbones et de I’oxygéne, et la 3-nitrotyrosine
qui oxyde une protéine au niveau d’un résidu Tyrosine par réaction d’un ion peroxynitrite.
Ainsi, ’oxydation protéique engendre ’apparition des S-nitrosoprotéines par une réaction
appelée S-nitrosylation (Pisoschi & Pop, 2015), et qui est déclenchée quand le monoxyde
d’azote (NO) subit une oxydation d’une protéine au niveau d’un résidu de Cystéine (Wang et

al., 2014).
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Des travaux de recherche ont montré que la carbonylation protéique en réponse a un stress
oxydant est associée au développement de diverses maladies telles que certains cancers, les
maladies cardiovasculaires et des maladies neurodégénératives (Pisoschi & Pop, 2015). Dans
ce contexte, une étude a révélé que les patients atteints de la maladie d’Alzheimer présentent
des niveaux élevés de carbonylation protéique et de nitration des protéines dans les tissus
cerébraux malades, ce qui suggéere un lien entre la neurodégénérescence et la carbonylation
protéique (Butterfield et al., 2006).

2.3. Modifications des acides nucléiques

Le stress oxydatif est caractérisé par une perturbation de 1’équilibre entre la production des
especes réactives de I’oxygene et les systémes antioxydants qui les neutralisent entrainant un
exces des radicaux libres qui peuvent endommager la cellule. Les radicaux libres sont des
molécules instables contenant dans leur couche externe un électron non apparié ce qui les rend
trés réactifs avec d’autres molécules, notamment les acides nucléiques qui sont responsables de
la transmission, de I’expression et du stockage de I’information génétique. En effet, suite a un
stress oxydatif conduisant a une oxydation des acides nucléiques en particulier la guanine qui
est trés sensible a 1’oxydation, différentes modifications peuvent étre provoquées a 1’acide
désoxyribonucléique (ADN) et a I’acide ribonucléique (ARN). Ces modifications comprennent
des cassures des doubles brins, une altération des liaisons phosphodiester de I’ADN et une
formation de liaisons covalentes entre les deux brins de ’ADN (Figure 8). Tous ces
changements peuvent induire des mutations génétiques, des aberrations chromosomiques et des
perturbations du cycle cellulaire. De plus, il est possible d’avoir des liaisons covalentes entre
I’ADN et une protéine ou des modifications des bases de I’ADN dont la principale modification
des acides nucléiques est la formation de 8-hydroxyguanosine (8-OHG) et de 8-hydroxy-
2’désoxyguanosine (8-OHdG) (Wang et al., 2014; Li et al., 2018). De méme, une étude a
montré I’impact du stress oxydatif sur I’ARN ou son oxydation est prédominante dans la
maladie d’Alzheimer avec des niveaux d’ARNr et d’ARNm oxydés significativement

augmentés (Wang et al., 2014).
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Figure 8: Modifications de I'ADN suite a un stress oxydant

3. Dysfonctionnement des organites
3.1. Mitochondries

Les mitochondries sont des organites cellulaires responsables de la survie et de la mort des
cellules. Les mitochondries contiennent de I’ADN mitochondrial hérité de la mére. Elles jouent
un réle fondamental dans le métabolisme cellulaire et dans la production d’énergie par la
biosynthése d’adénosine triphosphate (ATP) impliquant la phosphorylation oxydative et le
cycle de Krebs ; elles sont aussi impliquées dans la B-oxydation des acides gras a longue chaine
(Williams & O’Neill, 2018).

Le dysfonctionnement mitochondrial peut étre causé par une variété de facteurs notamment
I’altération des processus de la biogenése et de la dégradation des mitochondries (mitophagie),
la perturbation du potentiel transmembranaire mitochondrial (A¥m), des modifications de

I’ ADN mitochondrial et des perturbations de I’homéostasie calcique.

La mitophagie est un type spécifique d’autophagie par lequel les cellules sélectionnent et
éliminent les mitochondries endommagées afin de maintenir une fonction cellulaire normale.
C’est un processus crucial pour la survie cellulaire et la prévention des maladies impliquant les
mitochondries. 1l existe de multiples voies impliquées dans le déroulement de la mitophagie
notamment la voie putative PINK1/Parkin et la voie BNIP3/NIX. La voie PINK1/Parkin est
déclenchee lorsque la protéine kinase PINK1 (PTEN-Induced Kinasel) s’accumule sur les

24



Revue bibliographique

mitochondries altérées puis recrute la protéine E3 ligase Parkin qui cible les mitochondries pour
activer la dégradation par autophagie (Strappazzon et al., 2015; Lazarou et al., 2015). La voie
BNIP3/NIX est initiée par 1’expression des protéines BNIP3 (Bcl-2/adenovirus E1B 19 kDa
Interacting Protein 3) et NIX (NIP3-like Protein X) qui se lient directement aux protéines de la
membrane en induisant la mitophagie (Palikaras & Tavernarakis, 2012; Fang et al., 2019).
Plusieurs facteurs, comme le vieillissement, le stress oxydatif, des mutations génétiques et des
modifications post-traductionnelles des protéines impliquées dans la mitophagie peuvent
contribuer a des altérations de ce processus. En effet, 1’age, le stress oxydatif, des mutations au
niveau des genes codant pour PINK1, Parkin et BNIP3 et des modifications post-
traductionnelles telles que la phosphorylation et 1’'ubiquitination de ces protéines peuvent
conduire a une accumulations des mitochondries endommagées dans les cellules vieillissantes
associée a une perturbation de la mitophagie, ce qui peut favoriser le développement de
pathologies chroniques comme le cancer, la maladie de Parkinson et la maladie d’Alzheimer
(Palikaras & Tavernarakis, 2012; Fang et al., 2019).

La perturbation de 1’homéostasie calcique est une caractéristique clé¢ de la dysfonction
mitochondriale. Etant des organites indispensables de la régulation du calcium intracellulaire
en raison de leur capacité a prendre en charge les fluctuations rapides du calcium dans les
cellules, les mitochondries altérées peuvent perdre cette capacité par la détérioration de la
perméabilité de la membrane externe par la sous-expression des protéines Bcl-2 ; ceci conduit
a ’activation de protéines pro-apoptotiques entrainant 1’altération de la perméabilité de la
membrane mitochondriale externe et la libération du cytochrome C dans le cytosol (Vander
Heiden et al., 1997), et conduit a la perturbation de la perméabilité de la membrane interne
caractérisée par I’ouverture de pores de transition de perméabilité mitochondriale (mPTP)
(Bernardi et al., 2015). Les mPTP, permettant la libération du calcium, sont régulés par des
protéines telles que la cyclophiline D (CyP D) et I’ Adénine Nucléotide Translocase (ANT). En
effet, la liaison de la CyP D a la mPTP favorise 1’ouverture des pores, alors que la liaison a
I’ANT peut la réguler négativement. Lorsque les mPTP s’ouvrent, le calcium peut sortir des
mitochondries provoquant une surcharge en Ca?* dans le cytosol d’ou I’altération de
I’homéostasie calcique (Bernardi et al., 2022). L’ouverture des pores s’amplifie probablement
avec 1’age et son activité semble en relation avec certaines maladies neurodégéneratives
(Subramaniam & Chesselet, 2013; Hou et al., 2014). De plus, la perturbation de
I’homéostasie calcique peut également étre induite par des altérations de la signalisation

calcique intracellulaire. En effet, des protéines de signalisation calcique comme la calmoduline
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et la calcineurine peuvent réguler la perméabilité des mPTP et la libération des Ca?* des
mitochondries. La calmoduline peut contrdler la perméabilité mitochondriale externe en
interagissant avec les protéines Bcl-2, tandis que la calcineurine régule la perméabilité
mitochondriale interne en interagissant avec les protéines régulant les mPTP (CyP D, ANT)
(Szabadkai et al., 2006; Woods & Padmanabhan, 2012; Madreiter-Sokolowski et al.,
2020).

3.2. Peroxysomes
Les peroxysomes sont des organites cellulaires spécialisés, souvent circulaires (0,1 a 1 um de
diamétre) et dépourvus d’ADN, qui se trouvent dans la plupart des cellules eucaryotes (y
compris les cellules végétales et animales) sauf dans les érythrocytes et absents chez les
procaryotes. Ce sont des organites subcellulaires ubiquitaires impliquées dans divers processus
métaboliques notamment la dégradation des acides gras a tres longue chaine via la voie de la
B-oxydation peroxysomale et 1’a-oxydation de I’acide phytanique. Les peroxysomes
interviennent aussi dans la synthese de certains lipides tels que les éthers de phospholipides

(plasmalogénes) et les acides biliaires (Schrader & Fahimi, 2008).

Le vieillissement est ’'un des principaux facteurs conduisant a un dysfonctionnement
peroxysomal par I’induction du stress oxydant, ce qui provoque un désordre de I’activité
peroxysomale et ’apparition des pathologies peroxysomales comme 1’adrénoleucodystrophie
liee au chromosome X (X-ALD), le syndrome de Zellweger, le syndrome de Refsum (Depreter
et al., 2003; Schrader & Fahimi, 2008). La dysfonction peroxysomale est caractérisée par une
altération de la biogenése et de la structure du peroxysome, par des modifications du
métabolisme des acides gras et des phospholipides et par une perturbation de 1’équilibre RedOx.
Le syndrome de Zellweger, qui est une maladie caractérisée par absence de peroxysomes
fonctionnels entrainant une accumulation de lipides et de substances toxiques dans les cellules,
est causé par des mutations au niveau du PEX1, PEX2 et PEX26 qui sont des génes responsables
de la biogenése des peroxysomes, codant pour des protéines impliquées dans la formation, la
maturation et la division des peroxysomes; ces genes sont régulés par des facteurs de
transcription PPARa/p (Peroxisome Proliferator Activated Receptor o/f) sous I’effet de
I’activation par la protéine PGC-1a (PPAR Gamma Coactivateur-1a) (Bagattin et al., 2010;
Jo & Cho, 2019).

Dans les cellules vieillissantes, des études révelent que la réduction de Dactivité des
peroxysomes est liée a la diminution de I’import par le peptide peroxysomal matriciel appelé
PTS1 (Peroxysomal Targeting Signal 1) sérine-lysine-leucine (SKL) situé¢ sur I’extrémié
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C-terminale de plusieurs protéines peroxysomales et reconnu par PEX5 (Terlecky et al., 2006;
Brocard & Hartig, 2006). Les peroxysomes jouent un role majeur dans le fonctionnement du
foie mais aussi d’autres organes comme le cerveau (Lizard et al., 2012). Les personnes
atteintes de la maladie d’Alzheimer présentent une diminution de la fonction peroxysomale
(Zarrouk et al., 2015) avec des niveaux réduits de plasmalogenes associés a des

enchevétrements neurofibrillaires (Jo & Cho, 2019).

De plus, les peroxysomes sont également impliqués dans la B-oxydation des acides gras a tres
longue chaine (AGTLC : supeérieur ou égal a C22:0 comme C24:0 et C26:0), les acides di- ou
tri-hydroxycholestanoique et 1’acide pristanique (Cipolla & Lodhi, 2017) et participent aussi
aux voies anaboliques telles que la synthése de I’acide docosahexaéoique (DHA ; C22:6 ®3),
des acides biliaires, du cholestérol et des éthers de phospholipides (Wanders et al., 2023). En
réponse au stress oxydatif et afin de produire de 1’énergic et d’éliminer les ERO, les
peroxysomes activent d’une part les enzymes impliquées dans la f-oxydation des acides gras
telles que la carnitine palmitoyl transférase 1A (CPT1A) et I’acyl-CoA oxydase 1 (ACOX1)
afin de protéger les cellules contre les dommages oxydatifs, et d’autre part des enzymes
antioxydantes telles que la catalase et la peroxydase pour réguler I’homéostasic RedOx en
détoxifiant les ERO (Ferdinandusse et al., 2004; Schrader & Fahimi, 2006; Wanders &
Waterham, 2006; Lismont et al., 2015). De ce fait, chez les patients avec des peroxysomes dont
la fonctionnalité est diminuée, des taux significativement plus élevés d’AGTLC peuvent étre
observés dans les zones corticales du cerveau, ce qui peut contribuer a réduire la p-oxydation
peroxysomale et provoquer une accumulation accrue d’amyloide-B dans le cerveau de malade
Alzheimer (Kou et al., 2011).

3.3. Réticulum endoplasmique
Le réticulum endoplasmique (RE) est un organite cellulaire complexe, composé d’un RE lisse
et un RE rugueux associé aux ribosomes. Le RE joue un rble fondamental dans diverses
fonctions biologiques notamment le stockage et la régulation calcique intracellulaire, la
synthése des lipides comme les phospholipides, des stérols et surtout du cholestérol (au niveau
du RE lisse) ainsi que des protéines (RE rugueux) ; le RE est aussi impliqué dans les voies de
signalisation associé au stress cellulaire (stress du réticulum) (Ricciardi & Gnudi, 2020;
Markovinovic et al., 2022). Le dysfonctionnement du RE, causé par un stress oxydatif causé
par des facteurs environnementaux comme le vieillissement et la carence en nutriments ou par
des facteurs génetiques, peut avoir de graves conséquences sur le fonctionnement cellulaire et

la santé humaine en perturbant la glycosylation et le calcium intracellulaire conduisant a des
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changements de pH et a des accumulations excessives de protéines mal repliées. Ceci stimule
la cellule a déclencher une réponse appelée UPR (Unfolded Protein Response) afin de rétablir
I’homéostasie du RE (Sprenkle et al., 2017). Cette réponse UPR va activer a son tour trois
voies de signalisation qui sont PERK (PKR-like ER Kinase), ATF6 (Activating Transcription
Factor 6) et IRE1a (Inositol-Requiring transmembrane kinase/Endoribonuclease 1a). Ces voies
régulent la transduction des protéines et la dégradation de protéines mal repliées (Carrara et
al., 2015; Sprenkle et al., 2017; Ghemrawi & Khair, 2020). La dysfonction du RE peut étre
due a des détériorations structurelles et fonctionnelles des protéines qui y sont impliquées
comme par exemple la protéine de signalisation elF2a, qui régule la transduction protéique au
niveau du RE, et qui peut étre phosphorylée de maniere excessive en réponse aux conditions
stressantes ce qui entraine ’altération ou la surexpression des protéines chaperonnes comme
les protéines BiP (Binding Protein) et calnexine conduisant a une réduction de synthese
protéique et une accumulation des protéines non conformes dans le RE (Ghemrawi & Khair,
2020). De plus, la réponse cellulaire implique I’activation de protéines chaperonnes telles que
les protéines HSP70 (Heat Shock Protein 70) et BiP qui aident a restaurer le repliement des
protéines mal repliées. Si le stress du RE persiste, la réponse UPR active la protéine homologue
CHOP (C/EBP Homologous Protein) et de la chaperonne GRP78 (Glucose-Regulated Protein
78), ce qui peut favoriser la mort cellulaire par apoptose (Huang et al., 2014). La régulation de
’homéostasie du Ca?*, de la qualité et quantité des protéines synthétisées est un processus
crucial et bien maitrisé dont tout dysfonctionnement peut conduire a des maladies graves telles
les maladies cardiovasculaires, maladies neurodégénératives (Navas-Madrofial et al., 2019) et
diabéte de type 1 (Yang et al., 2013).

3.4. Lysosomes

Les lysosomes, présents dans le cytosol, sont des petits organites cellulaires délimités par une
membrane lipidique. Cette membrane lysosomale comporte des pompes a protons (H*) et des
canaux ioniques spécifiques aux ions chlorure (CI") permettant de maintenir un pH intraluminal
compris entre 3,5 et 5 indispensable au fonctionnement des hydrolases acides qu’ils renferment.
Ces dernieres sont des enzymes protéolytiques et hydrolytiques (protéases, glucosidases, lipases,
nucléases, phosphatases, sulfatases) responsables de la digestion, dégradation et recyclage des
molécules intra- et extra-cellulaires (Trivedi et al., 2020).

Ces lysosomes sont des organites sensibles au stress oxydant qui est caractérisé par une
surproduction des ERO engendrant une perturbation de 1’équilibre RedOx et des modifications

post-traductionnelles des protéines lysosomales. Quand les niveaux de radicaux libres augmentent
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(sous I’effet par exemple du 7-cétocholestérol ou autres oxystérols toxiques), ces derniers peuvent
endommager les membranes lysosomales en induisant : une perméabilité accrue, associee a une
accumulation du cholestérol non estérifie dans les lysosomes, une diminution du pH lysosomal
(Maor et al., 1995; W. Li et al., 2011; Sudo et al., 2015), et une fuite des enzymes protéolytique
dans le cytosol ce qui déclenche une cascade de réactions inflammatoires pouvant entrainer des
dommages tissulaires et une inflammation chronique. En effet, I’accumulation du cholestérol
s’oppose au processus d’autophagie en empéchant la fusion des lysosomes avec les
autophagosomes pour former des autolysosomes (appelés aussi autophagolysosomes) capables de
recycler les organites dysfonctionnels tels que les mitochondries, les peroxysomes et le RE dans le
cas de macroautophagie, les éléments cytosoliques dans le cas de microautophagie, les protéines
mal repliées dans le cas d’autophagie médiée par les chaperones (Fraldi et al., 2010 ; Klionsky et
al., 2021). Par conséquent, ces agrégats lysosomaux peuvent étre une source de développement des
pathologies chroniques liées a 1’age, en particulier I’athérosclérose, les maladies de Parkinson et
d’Alzheimer et la dégénérescence maculaire (de Grey, 2002). Le dysfonctionnement lysosomal est
caractérisé aussi par un déséquilibre RedOx en modifiant les niveaux de glutathion réduit qui est un
tripeptide antioxydant important. Cet épuisement de la concentration de glutathion réduit peut
perturber I’homéostasie RedOx et augmenter la susceptibilité des lysosomes face au stress oxydant
(Filomeni et al., 2015). Ainsi, le stress oxydant peut induire une réduction ou un blocage des
enzymes protéolytiques telles que la cathepsine D et B (Li et al., 2011; Sudo et al., 2015), et peut
également altérer la signalisation cellulaire impliquée dans la régulation de la fonction lysosomale
en activant la voie de signalisation mTORC1 (mammalian Target Of Rapamycin Complex 1)

régulant négativement I’autophagie et la biosynthése des lysosomes (Filomeni et al., 2015).

IV.Oxystérols : Dérivés issus de I’oxydation du cholestérol

1. Biogenese des oxystérols

1.1.Auto-oxydation

Les oxystérols peuvent étre formés au sein des tissus par auto-oxydation du cholestérol qui est
un processus complexe influencé par divers médiateurs chimiques ou physiques tels les espéces
réactives de 1’oxygene, 1’ozone, la lumiére ultraviolette et les ions métalliques (Vejux et al.,
2011). L’oxydation du cholestérol peut avoir lieu dans les membranes plasmiques, cytoplasme,
peroxysome, mitochondrie ou dans des structures de transport du cholestérol comme les LDL.
En effet, le carbone numéro 7 du cholestérol est I’atome le plus sensible au phénoméne d’auto-
oxydation en raison de la faible énergie de liaison entre ce carbone et ’atome d’hydrogene
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(luliano, 2011). Ce processus produit différents composés tels que le 7a- ou le 7B-
hydroperoxycholestérol qui peuvent a leur tour produire du 5a,6a- ou 58,6p3- époxycholestérol
qui formeront par la suite le cholestérol-3p,5a0,6B-triol ; du 7-cétocholestérol (7KC) et du 7p-
OHC (Figure 9). Le 7KC peut aussi étre produit, dans des conditions particuliéres, par des
voies enzymatiques a partir du 7p-OHC et réciproquement (Brown & Jessup, 2009). Par
ailleurs, par auto-oxydation, le cholestérol peut aussi aboutir & des dérivés oxydés en C4 (4a-
OHC) ou en C6 (60-OHC et 6B-OHC) (luliano, 2011).
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Figure 9: Formation d’oxystérols par auto-oxydation du cholestérol (Vejux et al., 2011)

1.2. Voies enzymatiques

La formation des oxystérols peut aussi avoir lieu par oxydation enzymatique du cholestérol
dans le foie et des organes endocrines avec des enzymes capables d’oxyder le cholestérol sur
des sites differents (Figure 10). Ces enzymes sont généralement impliquées dans les voies du
métabolisme du cholestérol et appartiennent a la superfamille des enzymes a cytochromes P450.
Parmi les enzymes principales et responsables a la production des oxystérols, il y a CYP27Al
qui est une enzyme mitochondriale exprimée dans divers tissus/cellules tels que le foie,
I’endothélium vasculaire et les macrophages (Pikuleva, 2006). Au niveau cérébral, le

cholestérol produit par les astrocytes n’est pas capable de franchir la barriére
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hématoencéphalique, d’ou le role du CYP46A1 qui le convertit en 24(S)-hydroxycholestérol ce
qui lui permet de passer la barriere hématoencéphalique (BHE) du cerveau vers la circulation
sanguine périphérique. L’enzyme CYP7AL, qui est principalement exprimé dans le foie,
catalyse la conversion du cholestérol en 7a-OHC et qui peut a son tour former du 7KC a partir
du 7-déhydrocholestérol (Meaney, 2013; Mutemberezi et al., 2016). Le 25-OHC, ayant un
impact fondamental dans la régulation du métabolisme du cholestérol en exercant un
rétrocontréle négatif sur sa synthese, est un oxystérol issu de la transformation du cholestérol
grace a une enzyme présente majoritairement dans les cellules immunocompétentes
(Diczfalusy, 2013). Cette enzyme est appelée cholestérol 25-hydroxylase (CH25H) et
n’appartient pas a la superfamille des cytochromes. Le 25-OHC peut étre obtenu avec le 4-
OHC par le CYP3A4 qui se trouve dans le plasma (Nury et al., 2013).
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Figure 10: Exemples d’enzymes impliquées dans la formation d’oxystérols. Le cholestérol peut
étre oxydé par différentes enzymes. La CYP3A4 catalyse la formation de 45-OHC, la CYP7AL
forme le 7a-OHC (précurseur des acides biliaires), la CYP46A1 forme le 24(S)-OHC (aussi
appelé cerébrostérol), la CYP27A1 forme le 27-OHC et la CH25H forme le 25-OHC. La 11p-
HSD1 permet la conversion du 7KC en 7-OHC et le 115-HSD2 catalyse la réaction inverse
(Mutemberezi et al., 2016)
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2. Activités biologiques des oxystérols

2.1. Activités pro-oxydantes

Les oxystérols, qui sont pour certains issus du stress oxydant, peuvent aussi avoir une activité
pro-oxydante en raison de leur structure moléculaire qui comprend un groupe hydroxyl (-OH)
pouvant réagir avec les molécules d’oxygene pour former des radicaux libres qui sont des
molécules hautement réactives et qui peuvent endommager les cellules et les tissus. Les
activités pro-oxydantes des oxystérols sont souvent dues aux oxystérols oxydés en C7 (7KC et
7B-OHC) (Lemaire-Ewing et al., 2005). En effet, le 7KC provoque un stress oxydant sur des
cellules musculaires lisses aortiques humaines en activant la nicotinamide adénine dinucléotide
phostphate-oxydase (NADPH-oxydase) qui est une enzyme impliquée a la production des ERO
favorisant I’induction subséquente d’un environnement cellulaire oxydatif (Leonarduzzi et al.,
2006; Brahmi et al., 2019). Ainsi, I’activité pro-oxydante du 7KC est associée a la
surproduction des ERO dans des macrophages humains ou dans des lignées cellulaires de
monocytes/macrophages telles que THP-1 et U937 (Brahmi et al., 2019). De plus, une étude a
montré que des rats nourris par un régime alimentaire riche et variés en oxystérols présentent
une expression significativement importante d’enzymes antioxydantes telles que la superoxyde
dismutase (SOD) et la glutathion peroxydase (GPx), ce qui indique que les oxystérols perturbent

le systeme et les mécanismes de défense antioxydants (Vejux et al., 2008).

2.2. Activités pro-inflammatoires

Bien que les oxystérols provoquent du stress oxydant et de la mort cellulaire, certains oxystérols
peuvent induire de I’inflammation et développer certaines maladies inflammatoires (Luchetti
et al., 2017). Ceci se traduit par l’augmentation de I’expression de cytokines pro-
inflammatoires telles que le TNF-o (Tumor Necrosis Factor-a), I’interleukine 18 (IL-1p), IL-6,
IL-8 ou encore Monocyte Chimoattractant Protein-1 (MCP-1) et Monocyte Inflammatory
Protein-1p (MIP-1B) (Vejux & Lizard, 2009; Poli et al., 2013). Parmi les oxystérols
déclenchant la production des cytokines pro-inflammatoires, on trouve le 7KC, le 7B-OHC, le
25-OHC ou encore le 27-OHC. En effet, dans les cellules THP-1 et U937, le 73-OHC et le 25-
OHC peuvent potentialiser la sécrétion de diverses chimiokines telles que TNF-a, IL-1, IL-8,
MCP-1 et MIP-1p qui sont impliquées dans le recrutement des cellules immunocompétentes au
niveau sous-endothélial (Vejux et al., 2008). Ainsi, le 27-OHC peut stimuler la production des
cytokines pro-inflammatoires et 1’expression des génes pro-inflammatoires contribuant a la

croissance tumorale et a la métastase (Nelson et al., 2013). Par ailleurs, le 7KC est un inducteur
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d’inflammation conduisant a une augmentation de la production de cytokines inflammatoires.
Par exemple, le 7KC présente des niveaux élevés de production d’IL-1pB, d’IL-1, d’IL-6, d’IL-
8 et de facteur de croissance de I’endothélium vasculaire (VEGF : Vascular Endothelial Growth
Factor) sur plusieurs modeles cellulaires, comme les monocytes/macrophages, les cellules
rétiniennes et les cellules épithéliales intestinales, avec une activation de la voie NFkB, une
baisse de la régulation de la protéine kinase (MAPK) (Vejux et al., 2020; Ghzaiel, Sassi, et
al., 2022) et une élévation des niveaux de NLRP3 (NOD- LRR- and Pyrin domain containing
Protein 3) (Yan et al., 2013), suggérant 1’activation de I’inflammasome (Sottero et al., 2018).
De plus, le 7KC peut développer une inflammation non cytokinique caractérisée par des
niveaux élevés d’acide arachidonique et de I’activité de la phospholipase A2 (Freeman et al.,
2005; Ghzaiel, Sassi, et al., 2022). Toutes ces activations peuvent contribuer a la progression

des maladies inflammatoires chroniques (Testa et al., 2018).
2.3. Induction de la mort cellulaire

2.3.1. Apoptose
L’apoptose ou mort cellulaire programmée est un processus fondamental pour le maintien et le

développement des organismes multicellulaires. Il s’agit d’une mort dite de type | (Kroemer
et al., 2009). Durant ce processus, la cellule présente une série des changements
morphologiques et biochimiques tels que la réduction de sa taille, la fragmentation
internucléosomale de I’ADN, la condensation de la chromatine et aussi la formation des
vesicules extracellulaires appelées des corps apoptotiques qui sont rapidement phagocytés par

les cellules voisines ou les cellules immunitaires (macrophages) (Figure 11).

Apoptose

oy 4 \\ - o g e “\;_\ l,»_\

\, P oL s (, o .| / .\\ \ i‘,} A
/o e 3 o ) | \ >/ |r°/;
| y % I? 1\ ’95/ \\Q// S
I" @O ) '(}) ( @ s
\ “\\ ,-/ / ) \ |‘r§\\, .

% agé ] \ SAR
\°_\J’/J' R = \\J ) 0 ?l,’ ( -_\,0 :
— P — =

* : | Corps apoptotiques
Cellule normale | Condensation Fragmentation phagocytables

Figure 11: Séquences cellulaires associées a I'apoptose
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L’apoptose est un phénomene hautement régulé par deux voies de signalisation (Figure 11).

La premiére voie est appelée voie intrinseque. Elle aboutit aux mitochondries et se
déclenche quand la cellule subit un stress tel que dommages au niveau de I’ ADN, stress
mitochondrial, perturbations de 1’homéostasie, choc thermique ou signaux
extracellulaires. A 1’état normal, une activité anti-apoptotique est exercée sur la cellule
par la protéine Bcl-2, qui présente 1'une des principales protéines régulatrices de
I’apoptose, afin de maintenir 1’intégrité mitochondriale et d’empécher le relargage du
cytochrome c par la mitochondrie. Dans des conditions stressantes, les protéines pro-
apoptotiques, comme les proteines Bax et tBid (Bid est clive en tBid par la caspase-8),
interviennent et se fixent sur la membrane mitochondriale externe en inhibant 1’activité
anti-apoptotique de Bcl-2 (Adams & Cory, 2007). La protéine mitochondriale Bak va
s’associer & Bax et tBid au niveau de la membrane externe de la mitochondrie, ce qui
favorise sa perméabilisation et la formation des pores permettant la libération du
contenu inter-membranaire avec notamment le cytochrome c. Ce dernier se complexe
avec I’ATP, la protéine Apaf-1 et la pro-caspase-9 au niveau du cytoplasme pour former
I’apoptosome (Chipuk et al., 2010). Par conséquent, la pro-caspase-9 est activee en
caspase-9 et celle-ci peut activer la caspase-3 et la caspase-7. La caspase-3 activée va
cliver directement des protéines cellulaires comme des kinases nécessaires aux voies de
signalisation, des protéines du cytosquelette ou des protéines impliquées dans la
réparation de I’ADN. Le relargage du contenu mitochondrial libere également 1’ AIF
(Apoptosis-Inducing Factor) facilitant la fragmentation de I’ADN et les protéines
Smac/Diablo qui vont inhiber les inhibiteurs d’apoptose (les protéines 1APs) (Reed,
2000; de Almagro & Vucic, 2012).

La seconde voie de signalisation est appelée voie extrinséque de 1’apoptose. Elle est
activée par des signaux de 1’extérieur de la cellule tels que les cytokines inflammatoires,
les facteurs de croissance, les ligands et les récepteurs de mort membranaires. L’un des
principaux récepteurs de la voie extrinseque de 1’apoptose est le récepteur du facteur de
nécrose tumorale TNF (Tumoral Necrosis Factor) qui est active par le ligand TNF-o.
L’interaction du ligand TNF-a avec le récepteur TNF va également déclencher une
cascade de signalisation entrainant la formation d’un complexe de signalisation nommé
complexe I qui contient plusieurs protéines adaptatrices telles TRADD (TNFRSF1A
Associated via Death Domain) et TRAF2 (TNF Receptor Associated Factor 2).

Cependant, le complexe | peut étre dévié vers la formation d’un complexe de
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signalisation alternatif appelé le complexe Il. Ce dernier est formé lorsque le complexe

| fait appel a une autre protéine pro-apoptotique adaptatrice FADD (Fas-Associated

protein with Death Domain qui recrute a son tour la pro-caspase-8 pour former le DISC

(Death-Inducing Signaling Complex).

La pro-caspase-8 est alors activée par auto-

protéolyse en caspase-8 en recrutant la caspase-3. Ainsi, la caspase-8 peut cliver la

protéine cytosolique Bid en tBid, ce qui conduit & un relargage de cytochrome c par les

mitochondries provoquant I’amplification du processus d’apoptose au sein de la cellule

en rejoignant la voie intrinseque (Reed, 2000; Lavrik, 2014) (Figure 12).
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Figure 12: Schéma de mort cellulaire par apoptose : voie intrinseque et voie extrinseque
(de Almagro & Vucic, 2012)

Les caspases interviennent dans le processus de 1’apoptose (Reed, 2000). Ce sont des protéases

a cysteine clivant leur substrat au niveau des résidus Aspartate, et qui peuvent étre classées dans

différentes catégories selon leur réle dans le phénoméne d’apoptose. En effet, il y a eu les

caspases initiatrices (caspase 6, 8, 9 et 10), qui interviennent dans les premiéres phases de

I’apoptose, et les caspases effectrices (caspase 2, 3 et 7) qui sont impliquées dans les dernieres

étapes de ce processus. De plus, il y a eu les caspases 1, 4 et 5 permettant la maturation des

cytokines durant 1’inflammation (clivage de pro-IL-1p et pro-1L-18). Les caspases inactives

sont présentées au niveau du cytoplasme sous forme de pro-caspases qui se clivent en une petite
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sous-unité et en une grande sous-unité des que leur activation est déclenchée et qui forment par
la suite des hétérotétrameres contribuant a cliver les protéines. Ces hétérotétraméres sont
composés de deux petites et de deux grandes sous-unités (Reed, 2000). Les caspases initiatrices
peuvent activer les caspases effectrices. Durant les dernieres phases de la voie de signalisation,
il y aura I’activation de la caspase-3 ou sa forme clivée présente un bon marqueur d’apoptose
dans les cellules (Figure 13). Des travaux ont révélé que le 7KC provoque I’apoptose entrainant
divers effets tels que 1’externalisation précoce de la phosphatidylsérine, la déphosphorylation
de la Bid avec une dépolarisation de la mitochondrie en libérant du cytochrome ¢ due a
I’activation de la calmoduline et de la calcineurine, une internalisation du Ca?* plus faible avec
un clivage de PARP et des niveaux réduits de Bcl-2 (Lizard et al., 1999).

Extrinsic pathway
Death ligand
/ : Intrinsic pathum
Cytokine
activaticn Cellular stress
Mitochondria
plL-1B Apaf-1
2 ER
—ad
* Casp-12
IL-1B pCasp-37 FY¥ Yy Casp-3,7
A A 2
Many
%‘37
\ K Apoptosis /
v
Secretion

Figure 13: Cascade de caspases impliquées dans l'apoptose (Gratter, 2000)

2.3.2. Nécrose et nécroptose
La nécrose est un phénomene de mort cellulaire non programmeée qui survient en réponse a des

stimuli nocifs tels que ’hypoxie, I’inflammation et les 1ésions tissulaires. C’est une mort dite
de type Ill qui se distingue de 1’apoptose et de I’autophagie et qui est caractérisée par un
gonflement des cellules et des organites, par une rupture de la membrane plasmique par une
perte électrochimique et par des dysfonctions mitochondriales conduisant a une surproduction
importante d’ERO avec une chute du potentiel transmembranaire (Figure 14). Contrairement a

I’apoptose, la nécrose n’implique pas d’activation de cascades enzymatiques spécifiques mais

36



Revue bibliographique

peut entrainer une inflammation et des dommages tissulaires importants. La réponse
inflammatoire & la nécrose implique I’activation des cellules immunitaires comme les
macrophages qui phagocytent les cellules nécrotiques en produisant des cytokines
inflammatoires telles que I’interleukine-1 (IL-1) et le facteur de nécrose tumorale pouvant
stimuler la prolifération cellulaire, la régénération tissulaire et la production de facteurs de

croissance.

Bien que la nécrose soit souvent considérée comme un type de mort cellulaire non régulé, il a
été prouvé que les mécanismes de ce processus peuvent étre similaires a 1’apoptose. Ce
phénomene est appelé « Nécroptose » (Kroemer et al., 2009), qui implique des récepteurs de
mort membranaires (TNFR) et les récepteurs « Toll-like » intervenant a I’initiation de la
nécrose suite a ’inhibition de la voie d’apoptose (Berghe et al., 2014). Les mécanismes de la
nécrose contrdlée comprennent les protéines kinases telles que RIPK1 (Receptor-Interacting
Protein Kinase 1) et RIPK3 (Receptor-Interacting Protein Kinase 3) et les inhibiteurs de
I’apoptose qui peuvent étre des inhibiteurs de caspases (Galluzzi & Kroemer, 2008; Galluzzi
et al., 2009).
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Figure 14: Schéma de la nécroptose (Galluzzi & Kroemer, 2008)
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2.3.3. Autophagie
L’autophagie est un processus de dégradation et de recyclage de composants cellulaires

permettant aux cellules de maintenir leur homéostasie et leur survie en réponse a des conditions
stressantes telles que 1’hypoxie et le stress oxydatif. Ce processus est décrit comme la mort
cellulaire de type Il ; il est a I’origine d’une mort cellulaire impliquant d’autres voies cellulaires

que celles de I’apoptose et de la nécrose.

L’autophagie est un processus observé dans tous les étres vivants (animaux, vegétaux, levures).
Autophagie signifie littéralement : se manger soi-méme. Cela décrit le mécanisme par lequel
des cellules peuvent recycler des organites et des protéines présentes dans leur cytoplasme.
L’autophagie n’est pas un mécanisme nocif pour la cellule mais plutdt positif qui contribue au
maintien de I’homéostasie cellulaire. En effet, cette derniére se déclenche dans des conditions
de stress pour la cellule comme dans le cas d’un manque de nutriments ou d’un stress oxydant.
Elle peut aussi s’activer lors de certaines pathologies ou par action de drogues comme la
rapamycine. L’autophagie est également impliquée lors du développement, dans le systeme
immunitaire pour la présentation antigénique ou encore dans 1’¢élimination d’organites et des
protéines altérées.

Il existe plusieurs formes d’autophagie (Figure 15) :
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Figure 15: Schéma des différents types d’autophagie : micro-autophagie, macro-autophagie

et autophagie mediée par des protéines chaperonnes (J. Huang & Klionsky, 2007)
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- L’autophagie médiée par des protéines chaperonnes. Ces protéines sont Heat shock
cognate 70 (Hsc70) et Lysosome-Associated Membrane Protein-2a (LAMP-2a).
LAMP-2a est présente sur la membrane des lysosomes et est en interaction avec HSC70.
Cette forme d’autophagie permet la dégradation spécifique de protéines présentant un
motif peptidique d’adressage dans les lysosomes.

- La micro-autophagie qui correspond au mécanisme par lequel une partie du contenu
cytoplasmique (organites, protéines) est directement dégradé dans les lysosomes par
invagination de sa propre membrane.

- L’autophagie a proprement parler désigne en fait la macroautophagie. Dans ce cas, une
partie du contenu cytoplasmique comme des organites ou encore des protéines sont
encapsulés dans des vésicules puis ces dernieres fusionnent avec les lysosomes pour
permettre la dégradation de leur contenu (Huang & Klionsky, 2007; Ravikumar et
al., 2010). Dans le cas de la macro-autophagie, une double membrane lipidique englobe
les éléments qui seront dégrades dans le lysosome. Le terme d’autophagie s’adapte en
fonction de I’organite qui est dégradé. Ainsi, lorsqu’un peroxysome est dégradé par
autophagie on parle de pexophagie, de mitophagie pour une mitochondrie, de

nucléophagie pour le noyau, de ribophagie pour les ribosomes, etc...

Différents travaux ont permis d’identifier plus de 30 génes directement impliqués dans
I’autophagie, il s’agit des génes ATG (autophagy genes) (Huang & Klionsky, 2007;
Ravikumar et al., 2010). Le processus d’autophagie est composé des plusieurs étapes qui sont
la formation de vésicules, 1’incorporation du matériel a dégrader, la fusion avec les lysosomes
et le recyclage des nutriments par la cellule.

Dans des conditions normales pour la cellule, le complexe mTOR (mammalian Target Of
Rapamycin) est relié a ULK1 phosphorylé (UNC-51 like kinase 1). Lorsque les conditions
énergétiques sont mauvaises pour la cellule, le taux d’adénosine triphosphate (ATP) diminue et
le taux d’adénosine monophosphate (AMP) augmente. Cette situation est détectée par
I’adénosine monophosphate-activated protein kinase (AMPK) qui active des voies de
signalisation visant a augmenter le statut énergétique de la cellule (import du glucose, oxydation
des lipides). L’AMPK va également conduire a la déphosphorylation de mTOR qui va se
dissocier de ULK1 qui se déphosphoryle aussi a son tour. Cette cascade est a I’origine de la
formation des phagophores (Abounit et al., 2012). Ces structures sont formées dans le

cytoplasme et sont des vésicules présentant une double membrane lipidique dont 1’origine
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exacte est encore mal connue chez les mammiféres. Elle viendrait en partie du réticulum
endoplasmique, du Golgi et des mitochondries et de la membrane plasmique. La formation de
cette membrane implique plusieurs signaux moléculaires.

La phosphatidylinositol 3-kinase de classe I11 (PI3K) aussi appelé Vesicular Protein Sorting 34
(Vps34) se lie a Beclin/Atg6. Vps34 permet la formation de phosphatidylinositol-3-phosphate
(PI3P) et son activité est augmentée par la liaison avec Beclin/Atg6. La formation de PI3P peut
étre inhibée par la 3-méthyladénine (3-MA) ou par la wortmannine ce qui bloque la formation
des phagophores et donc I’autophagie (Ravikumar et al., 2010; Glick et al., 2010). Le role
exact de PI3P est encore mal connu mais ce dernier est important dans la formation, 1’¢longation
et le recrutement d’autres Atg nécessaires au processus d’autophagie. A ce stade, les
phagophores vont encore subir une élongation et une maturation pour devenir des
autophagosomes. Cette maturation du phagophore en autophagosome implique deux
mécanismes qui se déroulent en paralléle. Le premier est la formation d’un complexe Atgl2-
Atg5-Atgl6L. Ce complexe semble induire le repliement du phagophore sur lui-méme pour
former une vésicule (Glick et al., 2010). Le second mécanisme est le clivage de la Microtubule-
associated protein light chain 3 (LC3). Dans un premier temps, LC3 qui est cytosolique est clivé
par Atg4 et devient LC3-1. LC3-1 est alors dirigé vers la membrane du phagophore par Atg3 ou
il se lie avec une phosphatidylethanolamine pour former LC3-11 (Figure 16). Ainsi, LC3-I1 est
distribué sur la face interne et externe de I’autophagosome. Les protéines LC3-11 situées sur la
face interne des autophagosomes sont dégradés par les enzymes lysosomales aprés la fusion
avec ces derniers et les protéines situées sur la face externe peuvent étre clivées par Atg4 pour
redonner LC3-1. La dégradation de LC3-II dans les vésicules d’autophagie peut étre inhibée par
des inhibiteurs des pompes H*-ATPase comme la bafilomycine Al. LC3 est donc un bon
marqueur de 1’autophagie qui peut étre utilisé pour la mettre en évidence. Le rble précis de
LC3-II dans la formation de I’autophagosome est encore mal connu mais il pourrait étre
impliqué dans 1’élongation de la membrane et dans la fermeture de 1’autophagosome (Abounit
et al., 2012). A la fin de la maturation, le phagophore se ferme et devient donc un
autophagosome.

Néanmoins, il ne suffit pas que I’autophagosome soit présent pour qu’il y ait autophagie. Des
protéines et/ou des organites doivent étre inclus a I’intérieur pour qu’ils soient ensuite dégradés.
La sélection du matériel cellulaire & dégrader ne se fait pas au hasard dans le cytoplasme. En
effet, ce mécanisme implique une protéine particuliere qui est p62. Cette proteine présente trois
sites de reconnaissance qui sont un domaine UBA (ubiquitin associated), une région LRI (LC3-

Interacting Region) et un domaine de multimérisation. Ces trois sites permettent a p62 de
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capturer les protéines ubiquitinylées sur son domaine UBA puis de se fixer a LC3-1I au niveau
de la membrane du phagophore. De plus, gréce au site de multimérisation plusieurs molécules
ubiquitinylées peuvent se fixer sur une seule molécule LC3-I1. Cette sélection et inclusion du
matériel a dégrader a lieu avant la fermeture du phagophore en autophagosome (Abounit et al.,
2012).

Les autophagosomes doivent ensuite fusionner avec des lysosomes pour que les enzymes
lysosomales puissent dégrader leur contenu. Chez les mammiféres, cette fusion implique que
les autophagosomes formés dans le cytoplasme migrent vers les lysosomes. Cette migration se
fait grace au cytosquelette le long des microtubules et une déstabilisation des microtubules peut
inhiber 1’autophagie. Lorsque le 1’autophagosome fusionne avec le lysosome, la nouvelle
vésicule est appelée autolysosome (Figure 16). Le contenu enzymatique du lysosome contenant
entre autres des protéases permet la dégradation du matériel de la vésicule. La membrane de
I’autophagosome est alors détruite par 1’Atgl5 lipase. Enfin, les produits de dégradation de
I’autolysosome sont exportés vers le cytoplasme par la perméase membranaire Atg22 -
(Klionsky et al., 2013).
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Figure 16: Déroulement des différentes étapes de 1’autophagie (macro-autophagie)

(Abounit et al., 2012)

2.3.4. Sénescence

Le processus d’autophagie, tout comme 1’apoptose, s’oppose au vieillissement. La diminution
de I’apoptose et de I’autophagie conduit a la sénescence dont 1’augmentation favorise le

vieillissement.
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La sénescence cellulaire est un processus biologique complexe caractéerisé par une réponse de
croissance cellulaire permanente a diverses conditions stressantes, incluant I’accumulation de
lésions d’ADN, le raccourcissement des téloméres et d’autres facteurs de stress
environnementaux (Childs et al., 2014; Ogrodnik et al., 2017). Les cellules sénescentes sont
incapables de se diviser en s’accumulant dans les tissus et contribuent au vieillissement et a
certaines maladies liées a 1’age. Ce processus implique 1’activation de multiples voies de
signalisation moléculaire, la détérioration de la structure morphologique cellulaire et la
production des cytokines inflammatoires (Campisi & d’Adda di Fagagna, 2007; Coppé et
al., 2010; Freund et al., 2010; Xu et al., 2018). En effet, avec I’avancée en age, la sénescence
cellulaire ou I’arrét de croissance sont déclenchés lorsque les cellules sont exposées a divers
facteurs de stress comme les dommages au niveau de I’ADN (indépendamment des télomeres),
le stress oxydatif et la dérépression du locus INK4/ARF, et par conséquent ’activation des
voies de signalisation régulées par deux protéines appelées p53 et pl6INK4a afin d’empécher
la prolifération des cellules endommageées (Coppé et al., 2010). Chez les humains, les niveaux
protéiques de p16INK4a et p19ARF s’associent avec 1’4ge chronologique avec une différence
significative en comparant les tissus jeunes par rapport aux tissus agés (Kumari & Jat, 2021).
Dans le vieillissement, ’expression de pl 6INK4a, les dommages d’ADN, le raccourcissement
des télomeéres provoquent une baisse de la prolifération des cellules souches hématopoiétiques
(Wang et al., 2013). L’espérance de vie en bonne santé pourrait augmenter par élimination
réparatrice des cellules pl6INK4a (Baker et al., 2016; Xu et al., 2018). Les cellules
sénescentes sont définies aussi par des altérations morphologiques caractérisées par un
élargissement de la cellule, un aplatissement et un élargissement du noyau et des foyers de
protéines de choc thermique appelées corps de sénescence-associés (SAHF : Senescence-
Associated Heterochromatin Foci) (Campisi & d’Adda di Fagagna, 2007; Freund et al.,
2010; Aird & Zhang, 2013). Ces changements morphologiques sont liés a I’expression accrue
de certaines protéines spécifiques telles que la protéine associée au remodelage de la chromatine
HMGB 1 (High Mobility Group Box 1) (Velarde & Demaria, 2016; Jeon et al., 2017) et la
protéine de stress HSP 90 (Heat Shock Protein 90kDa) (Kirkland et al., 2017). En revanche,
les cellules sénescentes (ou cellules zombies) se manifestent par un profil sécrétoire
caractéristique qui comprend les interleukines, I’inhibiteur de I’activateur du plasminogéne-1
(PAI-1), P'IGFBP-3 (Insulin-like Growth Factor Binding Protein-3) et le facteur de croissance
transformant béta (TGF-B: Transforming Growth Factor-) entrainant une inflammation
chronique de basse intensité et une propagation de signaux de pro-sénescence dans les tissus

(van Deursen, 2014). Ainsi, les cellules zombies présentent une libération et une expression
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accrue de certaines protéines telles que la protéine inflammatoire IL-1p et la protéine SASP
(Senescence Associated Secretory Phenotype) (Coppé et al., 2010; Jeon et al., 2017). De plus,
la sénescence est caractérisée par une accumulation de lésions tissulaires avec un systeme
immunitaire incapable d’exclure les agents pathogenes et les protéines endommagées, ce qui

favorise I’inflammation conduisant a certaines pathologies chroniques (Kumari & Jat, 2021).

2.3.5. Oxyapoptophagie (« Oxiapoptophagy »)

L’oxyapoptophagie est un processus complexe de mort cellulaire qui est defini par une
surproduction d’ERO suite a un stress oxydant (« OXY »), une induction d’apoptose
(« APOPTO ») et d’autophagie (« PHAGIE ») (Nury, Zarrouk, et al., 2021). Cette mort
cellulaire est stimulée par certains oxystérols notamment le 7KC, le 73-OHC ou encore le 24S-
OHC (Nury et al., 2015) dans divers types de cellules telles que les cellules neuronales murines
(N2a) (Yammine et al., 2020), les cellules oligodendrocytaires 158N (Nury et al., 2015), les
cellules microgliales BV-2 (Debbabi et al., 2017), les cellules souches mésenchymateuses et
les cellules monocytaires U937 (Anderson et al., 2019). Des études ont prouvé que le 7KC est
un inducteur de I’oxyapoptophagie sur les neuroblastomes murins N2a provoquant une
inhibition de la prolifération cellulaire, des altérations mitochondriales, une activation de
NADPH-oxydase impliquée a la formation des ERO, induisant ainsi la carbonylation protéique
et la peroxydation des lipides mesurée par les niveaux intracellulaires de 4-HNE et une
activation des caspases 3, 7 et 9, ce qui conduit a la dégradation de la PARP (Poly ADP-Ribose
Polymérase), une condensation et/ou fragmentation des noyaux et une autophagie évaluée par
un rapport LC3 11/ LC3 | élevé (Paz et al., 2019; Nury, Yammine, et al., 2021). De méme, le
7B-OHC engendre 1’oxyapoptophagie en induisant majoritairement les mémes effets que le
7KC mais avec des chronologies différentes (Sghaier et al., 2019; Vejux et al., 2020; Nury,
Yammine, et al., 2021).

A partir de différents types de cellules, plusieurs événements qui se déroulent au niveau des

voies de signalisation associées a la toxicité du 7KC (Figure 17).
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Figure 17: Voies de signalisation associées a la toxicité du 7-cétocholestérol

(Vejux et al., 2020)

Le 7KC s’accumule dans les radeaux lipidiques en déclenchant 1’externalisation de
phosphatidylsérine et en régulant I’activité des canaux Ca?*, K* et Na*/K* comme les récepteurs
P2X7 et Kv3.1 ce qui perturbe les flux calciques et potassiques intracellulaires causés la mort
cellulaire (Bezine etal., 2017). Le 7KC stimule notamment le stress oxydant et le RE entrainant
des dysfonctions mitochondriales, peroxysomales, lysosomales et des dysfonctionnements au
niveau du RE. Ainsi, le 7KC est capable d’inhiber la voie de signalisation PI13-K/PKB/AKkt, ce
qui contribue a une chute du potentiel transmembranaire mitochondrial (A¥m). De plus, le 7KC
posséde une activité pro-inflammatoire via 1’augmentation de la production des cytokines pro-
inflammatoires telles que I’IL-18, ICAM-1, IL-8, VCAM-1 et E-sélectine par 1’activation du
récepteur TLR4 (Toll Like Receptor 4) (Huang et al., 2014; Vejux et al., 2020). Cette cascade
de perturbations métaboliques causées par le stress oxydant provoquant I’induction de

I’apoptose accompagné par 1’autophagie se regroupe dans le phénomene d’oxyapoptophagie.

Le processus d’oxyapoptophagie peut aussi étre applicable a d’autres oxystérols tels que le 73-
OHC et le 24S-OHC (Nury et al., 2015). Il est important de bien connaitre la notion
d’oxyapoptophagie présentant un intérét thérapeutique et pharmacologique dans le but de

prévenir ce type de mort dans les pathologies ou elle serait impliquée.
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V. Importance du regime alimentaire pour la prévention du vieillissement

1. Régime méditerranéen et impact sur le vieillissement
Le régime Meéditerranéen (RM) est un modele alimentaire traditionnel de la région
méditerranéenne a savoir les pays du Nord d’Afrique, la France du sud, I’Italie, I’Espagne, la
Grece et le Moyen-Orient. Grace aux micronutriments et aux oligo-nutriments qu’il fournit, ce
régime est considéré comme le modele alimentaire tres équilibré et sain tout comme le régime
de I'1le japonaise d’Okinawa ; le RM est caractérisé par une consommation élevée de fruits, de
Iégumes, de céréales compleétes et d’huiles d’olive et de poisson, et par une consommation
modérée de viande (Roman et al., 2019). Le RM est défini aussi par une consommation en
quantités faibles de produits laitiers et d’alcool, principalement de vin rouge conseillé a un verre
par jour pour les femmes et a pas plus de deux verres pour les hommes (Slavin & Lloyd, 2012).
Les composantes clé du RM, qui pourraient contribuer a de nombreux bienfaits pour la santé,
sont I’apport élevé en vitamines notamment la vitamine C, la vitamine D et la vitamine E et en
minéraux, en acides gras monoinsaturés (AGMI), en acides gras polyinsaturés (AGPI) (oméga-
3, acide docosapentaénoique (DPA), acide eicosapentaénoique (EPA), acide
docosahexaénoique (DHA)) que 1’on trouve dans certains poissons comme les sardines et le
saumon, la noix, le soja et le colza et en polyphénols contenus des huiles méditerranéennes. Le
RM est riche aussi en antioxydants présents dans les légumes, les fruits et le vin rouge qui sont
associés a la réduction des facteurs de risque impliqués au développement des maladies
chroniques liées a ’age (Mazza et al., 2021) favorisant aussi une ameélioration de la qualité de

vie et une longeévité accrue (Trichopoulou & Vasilopoulou, 2000).

Le RM est devenu un sujet de recherche essentiel ces dernieres années en raison de ses
nombreux avantages pouvant les offrir a la santé, en particulier pour les personnes agées (Tosti
et al., 2018). En effet, plusieurs études ont examiné I’impact de ce modele alimentaire sur le
vieillissement. Par exemple, les AGMI trouvés en grande quantit¢ dans 1’huile d’olive
comprennent des effets bénéfiques au niveau du systéme cardiovasculaire en réduisant
I’inflammation et le taux de LDL dans 1’organisme (Estruch et al., 2018). Les fibres
alimentaires contenus dans les fruits, les légumes et les grains entiers servent a réguler la
glycémie, a réduire le teneur du cholestérol et a améliorer le transit intestinal (Slavin, 2005),
ainsi la présence des vitamines est primordiale pour maintenir une bonne santé notamment dans
le systéme nerveux et le systeme immunitaire (Ames, 2001). Ainsi, les antioxydants jouent un
role essentiel dans la prévention des maladies chroniques liées a 1’age en réduisant les

dommages oxydatifs dans 1’organisme (Kris-Etherton et al., 2004). En ce qui concerne la
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fonction cognitive et I’inflammation (McGrattan et al., 2019), les bienfaits du RM présentent
des effets protecteurs impliqués de réduire le déclin cognitif et 1’apparition des maladies
neurodégeneératives chez les individus ages avec une diminution significative de I’incidence de
ces pathologies (Lourida et al., 2013) accompagnée par une baisse de taux de mortalité
(Scarmeas et al., 2007).

2. Polyphénols associés au régime méditerranéen

2.1.0rigine, structure et classification des polyphénols

Les polyphénols constituent une famille des molécules la plus abondante. Ce sont des molécules
bioactives largement présentes dans le regne végétal. De point de vue chimique, ces composés
sont constitués par des structures phénoliques définies par un ou plusieurs noyaux aromatiques

(la tyrosine et la phénylalanine) (Figure 18).

OH

Figure 18: Structure chimique du phénol

Les sources alimentaires qui comprennent les polyphénols sont diverses telles que les Iégumes
(épinards, artichauds, oignons rouges), les fruits (fraises, figues, cerises, dattes, pommes,
raisins), les céréales complétes, I’huile d’olive et le vin. Les polyphénols peuvent jouer un réle
important dans la protection des plantes face aux radiations UV, aux attaques microbiennes et
aux herbivores en raison de leurs activités antioxydantes (Roman et al., 2019). Les plantes ont
ainsi développé une grande variété de polyphénols, qui sont caractérisés par la présence de
groupes phénoliques avec des structures et de fonctions différentes (Bertelli et al., 2021). Il
existe environ 8 000 polyphénols alimentaires qui sont subdivises en deux classes (Figure 19) :
les flavonoides et les non-flavonoides (Jimenez-Del-Rio & Velez-Pardo, 2015). Parmi les
flavonoides ayant une structure basée un squelette de 15 atomes de carbones et d’un cycle
chromane attaché a un second cycle aromatique, on distingue deux sous classes : les
anthocyanes et les anthoxanthines. Cette derniére est composée par les flavanols (quercétine,

myricétine, kaempférol), les flavanones (naringénine, hespéritine), les flavanols (catéchine), les
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flavones (apigénine, lutéoline), les isoflavones (génistéine, daidzeine) et les tannins qui sont
des polymeres flavonoides. Les non-flavonoides comprennent essentiellement les acides
phénoliques tels que I’acide p-coumarique, I’acide gallique, 1’acide férulique et 1’acide

sinapique, les stilbénes (resvératrol) et les lignanes (Ksila et al., 2023).
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Figure 19: Classification des polyphénols (Ksila et al., 2023)

2.2.Métabolisme

Le métabolisme des polyphénols est un processus trés complexe et diversifié qui subit une série
de réactions biochimiques telles que la glucuronidation, la sulfatation, la méthylation et
I’oxydation (Di Lorenzo et al., 2021). Ces réactions peuvent modifier la structure chimique
des polyphénols et leur fonction biologique dont le réle du microbiote intestinal joue un réle
crucial dans la biotransformation des produits phytochimiques (Bento-Silva et al., 2020).

Les flavonoides, stockés naturellement sous forme de glycosides et de conjugués non
glycosylés, peuvent étre absorbés au niveau de I’intestin gréle de différentes maniere
notamment par diffusion passive, par un transporteur actif et par endocytose (Manach et al.,
2005; Rodriguez-Mateos et al., 2014) , et métabolisés par les enzymes de la phase Il avant de
pénétrer dans la circulation systémique (Crozier et al., 2010), ce qui augmente leur solubilité
dans ’eau et leur élimination dans 1’urine (Bento-Silva et al., 2020). Une faible quantité de
certains flavonoides est absorbée dans I’intestin gréle, alors que une proportion importante se

diffuse dans le gros intestin ou des aglycones et des métabolites conjugués vont étre dégradés
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par le microbiote colique (Aherne & O’Brien, 2002), ce qui donne des molécules facilement
assimilables, y compris les acides phénoliques. En effet, une petite partie des flavan-3-ols du
thé vert est métabolisée avant d’étre absorbée dans I’intestin gréle tandis que la quantité restante
dans le gros intestin est métabolisée par le microbiote formant des acides phénoliques (Crozier
et al., 2010). Au niveau du c6lon, I’acide vanillique est produit par B-oxydation a partir de
I’acide dihydroférulique qui est le principal métabolite microbien de I’acide férulique
(Koistinen et al., 2017), qui peut étre a son tour dégradé en acide caféique et par réduction en
acide cinnamique et en acide p-coumarique, en acide caféique (Figure 20). Ainsi, la réaction
d’a- ou B-oxydation de la chaine latérale aliphatique conduit a I’accumulation de dérivés de
I’acide benzoique (Gao et al., 2010). La quercétine-3-O-rutinoside est initialement absorbée
dans le gros intestin, plutét que dans I’intestin gréle, ou de multiples composés méthylés et

glucuronidés vont étre métabolisés par la microflore colique (Crozier et al., 2010).
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2.3.Activités et propriétés biologiques

Les polyphénols sont connus par leurs diverses activités biologiques notamment en
interagissant avec des protéines et des enzymes régulant les voies de signalisation cellulaire et
modifiant I’expression génique. Leur impact potentiel peut varier en fonction de leurs sources,
de leurs doses et de la biodisponibilité des composés. Parmi les propriétés primordiales des
polyphénols on trouve le pouvoir antioxydant permettant a 1’organisme de neutraliser les
especes radicalaires (oxygénées telles que le H2O; et 1’0O2", ou azotées telles que le +NO
caractérisés par in électron non apparié trés réactif ) chimiquement agressives provoquant des
pathologies liées a 1’age comme les maladies neurodégénératives (maladies de Parkinson et
d’Alzheimer), les maladies cardiovasculaires et certains cancers, et de protéger les cellules face
aux dommages oxydatifs. Les polyphénols peuvent aussi affronter I’effet néfaste des agents
oxydants (Figure 21), a savoir les enzymes pro-oxydantes (peroxydase, xanthine oxydase,
lipoxygénase) et les ions métalliques (cuivre, fer). Les polyphénols peuvent également piéger
les radicaux libres en arrétant les réactions en chaines de la peroxydation lipidique par la
libération d’un proton H* afin de former des radicaux libres fortement stabilisé (LOO- + A-H —
LOOH + A) (Cai et al., 2004), et en chélatant les ions ferriques par réduction de la réaction de
Fenton empéchant 1’oxydation (Tsao, 2010). Outre le piégeage des ERO et des ERA et la
chélation métallique, ces composés phénoliques comme le resvératrol sont définis comme agent
antioxydant puissant en raison de la capacité de capter les ERO et d’activer des enzymes anti-
oxydantes telles que SOD, Catalase, Heme oxygénase 1 et Glutathion peroxydase (Xia et al.,
2017). Ces effets régulateurs des polyphénols sont reliés a leurs structures chimiques
particuliéres contenant de nombreuses fonctions hydroxyles aromatiques conjuguées a une
double liaison avec un cycle benzénique. De méme, les flavonoides, tels que 1’épigallocatéchine
gallate (EGCG), qui est un catéchine trouvée dans le thé vert, peuvent protéger les cellules
contre les dommages oxydatifs et prévenir la mort par apoptose (Cai et al., 2004; Lin et al.,
2005; Khan & Mukhtar, 2018).
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Figure 21: ERO et ERA neutralisees par des polyphenols

Par ailleurs, les polyphénols présentent des capacités anti-inflammatoires d’ou le bénéfice
médicinal de la nutrition riche en polyphénols qui permet de lutter contre les maladies liées a
I’age comme les maladies neurodégénératives, le cancer de la peau et le vieillissement cutané
(Khan & Mukhtar, 2018) (Figure 22). Par exemple, le resvératrol peut exercer des effets anti-
inflammatoires afin de lutter contre la mélanome (Heo et al., 2018), en inhibant la
phospholipase A2, la cyclogénase et la lipoxygénase entrainant une inhibition de la production
de plusieurs médiateurs chimiques tels que les interleukines, les prostaglandines et les
leucotriénes et une réduction de la production de TNF-a et de I’oxyde nitrique (NO) (Chimento
et al., 2021). De plus, une étude a montré que le traitement des cellules de mélanome (A375 et
B16F10) par des polyphénols de thé vert empéche la prolifération, I’invasion et la migration
des cellules cancéreuses en inhibant 1’expression de TLR4 qui est fortement exprimé dans les
mélanomes et en stimulant a la fois les lipopolysaccharides agonistes de TLR4 (Khan &
Mukhtar, 2018). Les polyphénols inhibent aussi les MAPK comme ERK1/2 (Extracellular
signal-Regulated protein Kinase), qui contrle le TNF-a et I’iNOS (inductible Nitric Oxide
Synthase), ou p38 (Yahfoufi et al., 2018). D’autres études ont suggéré que les polyphénols du
curcuma, tels que le curcumine, (Jurenka, 2009; Aggarwal et al., 2013) et les composés
phytochimiques de I’huile d’olive avec ses acides gras monoinsaturés (Gorzynik-Debicka et
al., 2018) régulent les cytokines pro-inflammatoires en inhibant NF-kB, TNF-o et IL-6 et

I’acide arachidonique.
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Figure 22: Effet anti-inflammatoire des polyphénols

Le vieillissement se caractérise par des troubles cérébraux entrainant une chute quantitative des
neurones, des perturbations de la fonction cognitive liées a divers facteurs comme la neuro-
inflammation et le déséquilibre des systemes de défenses antioxydants endogenes (Spires &
Hyman, 2005). Dans ce cas, des travaux cliniques et épidémiologiques prouvent qu’une
nutrition riche essentiellement en polyphénols joue un role fondamental dans 1’amélioration des
fonctions cognitives et dans le ralentissement des pathologies chez les personnes &gées (Beking
& Vieira, 2010), ce qui refléte que les polyphénols tels que le cacao (Scholey et al., 2010), la
myrtille (Williams et al., 2008) et le thé (Chan et al., 2006; Li et al., 2009; Khan & Mukhtar,
2018) possédent des bienfaits sur les performances cognitives et 1’apprentissage chez les
individus &gés afin de protéger les cellules neuronales contre la détérioration causée par des
neurotoxines (Letenneur et al.,, 2007). Les propriétés neurotrophiques et neuro-
différenciatrices des polyphénols ont été bien étudiées. En effet, les fraises riches en flavanols,
les myrtilles riches en anthocyanes qui provoguent des changements durables dans
I’hippocampe et dans la plasticité synaptiques (Ramirez et al., 2005) et qui sont en relation de
I’activation d’un facteur de transcription CREB (Impey et al., 1998; Williams et al., 2008),
peuvent moduler les fonctions motrices ainsi que la mémoire a court terme (Ramirez et al.,
2005) et a long terme (Casadesus et al., 2004).

Les polyphénols ont également montré un potentiel anti-cancéreux. En effet, I’acide ellagique,
qui est un polyphénol présent dans les fruits rouges, peut inhiber la croissance des cellules

cancéreuses et la mort cellulaire programmeée en modifiant 1’expression des génes (environ 37
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genes) impliqués dans la carcinogenese orale induite par le DMBA (7,12-

dimethylbenz[a]anthracene) (Ismail et al., 2016).

Ainsi, les polyphénols se distinguent par une activité cardioprotectrice en régulant la fonction
endothéliale et en réduisant I’inflammation et I’oxydation contribuant au développement des
maladies cardiovasculaires. Une étude a montré que les polyphénols du vin rouge, tels que le
resvératrol, peuvent ameéliorer la fonction endothéliale avec une élévation de la production
d’oxyde nitrique et une réduction de I’adhésion des leucocytes aux cellules endothéliales

(Bondonno et al., 2012).

Il est important de noter qu’une alimentation riche en polyphénols, en particulier en fruits,
légumes et céréales completes, est associée a des bienfaits durables pour la santé et peut

¢galement réduire le risque de I’apparition de multiples maladies chroniques.

2.4. Resvératrol

Le trans-resvératrol (RSV) ou 3,4,5’-trihydroxystilbéne est un polyphénol naturel qui appartient
a la famille de la classe des stilbénes. Seule la forme trans du resvératrol, qui est prédominante,
est bénéfique. Ce stilbéne, de poids moléculaire de 228,2 g/mol, est un composeé non-flavonoide
présentant une structure carbonée particuliere en C6-C2-C6 (Figure 23). Ce composé
phénolique, qui a été isolé pour la premiere fois a partir des racines d’hellébore blanc (Veratrum
grandiflorum O. Loes), se trouve naturellement dans diverses plantes notamment les fraises, le
raisin, le cacao, les tomates, la canne a sucre (Pyo et al., 2020) et dans le vin rouge (Castaldo
et al., 2019).

OH

OH

Figure 23 : Structure chimique du resveratrol (Pyo et al., 2020)

Cette molécule a suscité un intérét considéerable en raison de ses propriétés pharmacologiques,
notamment ses effets anti-oxydants, anti-inflammatoires, anti-neurodegénératifs,

anticancéreux, antimicrobiens et cardioprotecteurs (Malaguarnera, 2019). Le RSV intervient
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dans le piégeage du peroxyde d’hydrogeéne et la chélation des métaux et peut étre utilisé pour
prévenir I’oxydation lipidique et retarder la formation de produits d’oxydation. Il module aussi
des enzymes telles que les lipoxygénases et les cyclo-oxygénases, inhibe 1’oxyde nitrique
synthase inductible (iNOS) par inhibition de la protéine kinase C (PKC) contribuant a la
production des molécules pro-inflammatoires (Pyo et al., 2020). De plus, la phosphaodiestérase
(PDE), induisant I’autophagie par I’augmentation des niveaux de Ca?* (favorisant Nrf2) et
d’AMPc (favorisant AMPK), est inhibée par le RSV (Figure 24). L’effet anti-vieillissement du
RSV est défini par I’activation du SIRT-1 qui inhibe la phosphorylation de NAD* activant PGC-
la (co-activateur du récepteur-gamma activé par les proliférateurs des peroxysomes)
(Malaguarnera, 2019).
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Figure 24: Effets du trans-resvératrol sur les voies de transduction du signal cellulaire

(Pyo et al., 2020)

Par ailleurs, le RSV présente une activité cardioprotectrice en améliorant la fonction
endothéliale par la baisse de la pression sanguine de la formation des caillots sanguins et la
diminution de 1’oxydation des lipides, ce qui peut réduire le risque des maladies
cardiovasculaires (Chaplin et al., 2018). Le RSV peut également exercer des effets

anticancéreux par une inhibition significative de la prolifération, I’invasion et la migration des
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cellules cancéreuses en induisant 1’apoptose sur ces cellules par I’activation de caspase-3 et

AMPK et en endommageant la glycolyse (Pyo et al., 2020; Zhou et al., 2021).

Ce stilbene est synthétisé par plus de 70 espéces de plantes par la resvératrol synthase dans les
voies des phénylpropanoides en raison de son efficacité antimicrobienne et antibiotique. En
effet, le RSV joue un rdle majeur dans les mécanismes de défenses chez les plantes
(phytoalexine) face aux facteurs stressants, tels que les infections bactériennes et fongiques, les
blessures, les infections et les irradiations UV, en exercant une cascade de réactions
biochimiques (Latruffe & Rifler, 2013; Galiniak et al., 2019)..

V1. Nutrithérapie

Les polyphénols, présents dans de nombreuses plantes ont une grande variété de propriétés
biologiques (Quideau et al., 2011). Parmi eux, les stilbénoides phénoliques occupent une place
considérable dans le domaine des molécules bénéfiques pour la santé dont le RSV. Ce dernier
est un composant majeur du régime mediterranéen; c’est une molécule aux activités
biologiques thérapeutiques pléiotropiques dans le traitement des maladies liées a ’age (Colica
et al., 2018).

Malgré ses caractéristiques physicochimiques et ses potentiels biologiques intéressants, les
polyphénols, en particulier le RSV, présentent I’inconvénient d’étre peu stables et rapidement
métabolisés et dégradés tant au niveau intestinal, sous I’influence de microbiote, qu’au niveau
sanguin (Yammine et al., 2021). Par conséquent, la biodisponibilité modérée du RSV ne
permet pas de le considérer comme une molécule parfaite, et nous a mené a rechercher des
dérivés synthétiques innovants et pertinents du RSV. La synthése d’analogues isostériques du
RSV a eté réalisée dans le but d’obtenir des molécules dont le catabolisme est moins important
que celui du RSV en augmentant leur solubilité dans I’eau. 1l s’agit des aza-stilbénes et des azo-
stilbénes pour lesquels la liaison C=C, entre les anneaux a été respectivement substituée par des
liaisons C=N ou N=N tout en conservant la squelette stilbénoide initial (Lizard et al., 2020)
(Figure 25).
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Figure 25: Structure chimique du resvératrol, des aza-stilbénes (AZA-ST) et des azo-
stilbenes (AZO-ST) (Ksila et al., 2022)

Comme le trans-RSV, les AZA-ST et les AZO-ST pourraient avoir un intérét therapeutique.
Ces molécules peuvent contrecarrer 1’agrégation des protéines B-amyloides présentant un
facteur majeur de la neurodégénérescence (Rana et al., 2018), et peuvent aussi inhiber les
cholinestérases (Biscussi et al., 2020) dont I’augmentation engendre une baisse de
I’acétylcholine associée a un déclin cognitif et & des troubles comportementaux (Giacobini et
al., 2022).

VII. Aromathérapie et huiles essentielles
1. Définition

L’aromathérapie est une pratique de medecine alternative afin d’améliorer et de promouvoir la
santé et bien-étre (Setzer, 2009). Le terme « aromathérapie », qui a été inventé par le chimiste
et le parfumeur frangais René-Maurice Gattefossé, vient du latin « aroma » signifiant odeur et
du grec « therapeia » signifiant traitement (Buchbauer & Jirovetz, 1994). Cette thérapeutique
utilise des huiles essentielles (HES) qui sont des extraits volatils, concentrés et odorants, obtenus
a partir de la matiére premiére végétale (fleurs, racines, tiges, feuilles, grains, écorce, bois)
(Aumeeruddy-Elalfi et al., 2017). Chimiquement, les HEs sont des mélanges complexes
pouvant contenir plus de 300 composés chimiques différents (Jugreet et al., 2020).

Une définition des HEs a été proposee, en octobre 1987, par I’AFNOR (Association Frangaise
de la Normalisation). Elle désigne : « Produit obtenu a partir d'une matiere premiere végétale,
soit par entrainement a la vapeur, soit par des procédés mécaniques a partir de I'épicarpe des
Citrus, soit par distillation séche. L'huile essentielle est ensuite séparée de la phase aqueuse
par des procédés physiques pour les deux premiers modes d'obtention, elle peut subir des

traitements physiques n'entrainant pas de changement significatif de sa composition ».
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Actuellement, il existe environ 3 000 huiles essentielles qui sont identifiées dont 300 ont un
intérét en raison de leur richesse en biomolécules bioactives, en particulier celles qui ont un

pouvoir anti-oxydant, anti-inflammatoire, antibactérien et antiseptique (Kar et al., 2018a).

Les HEs sont des produits qui se différencient des autres huiles par leur composition complexe
et leurs propriétés physiques du fait qu’elles s’évaporent a température ambiante. Leur densité
est généralement inférieure a celle de I’eau. Elles sont hydrophobes, facilement oxydables par
la lumiére, I’air et la chaleur, et solubles dans les solvants organiques (alcool, acétone, éther ...)
(Skold et al., 2006).

2. Sources et procédés d’extraction des huiles essentielles

Il existe diverses méthodes d’obtention des HEs hautement concentrées telles que
I’hydrodistillation, I’extraction par solvants, I’expression a froid et ’enfleurage et qui sont
utilisees commercialement pour séparer les huiles essentielles, ayant chacune ses avantages et

ses inconvénients en termes de qualité, d’efficacité et de coft.

2.1. Hydrodistillation

C’est la méthode la plus simple et la plus courante pour extraire les HEs qui a été décrite la
premiere fois par Avicenne (980-1037) en extrayant I’huile essentielle pure de la rose en
utilisant ’alambic (Asbahani et al., 2015). L’hydrodystillation peut étre utilisée pour extraire
des HEs des plantes entieres, de parties spécifiques de plantes telles les fleurs, les racines, les
feuilles ou les tiges. Cette technique d’hydrodistillation, équipée d’un dispositif de type
Clevenger, consiste a immerger la matiére végétale dans 1’eau puis a chauffer dans un ballon.
La vapeur d’eau, dirigée sur les plantes dans une chambre de distillation, s’écoule vers un
condensateur jusqu’a la libération des composés aromatiques volatils (Gavahian &
Farahnaky, 2018). La vapeur d’cau et les HEs sont ensuite recueillies dans le condensateur ou
elles se séparent naturellement ; la vapeur d’eau est récupérée pour étre réutilisée alors que I’'HE
peut étre récupérée dans une solution alcoolique préte pour la mise en bouteille (Figure 26).
Cependant, cette opération est caractérisée par une consommation importante d’énergie et des
températures élevées. Par conséquent et en raison de son intérét croissant ces derniéres années,
plusieurs modules ont été développé et ont été amélioré comme I’hydrodistillation accélérée
par micro-ondes, I’hydrodistillation comprimée par micro-ondes, 1’hydrodistillation assistée
par micro-ondes et I’hydrodistillation sous vide par micro-ondes (Singh Chouhan et al., 2019)

dans le but de favoriser les économies d’énergie et de temps (Gavahian & Farahnaky, 2018).
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Figure 26: Principe de la technique d'hydrodistillation

2.2.Extraction par solvants

Certains organes végétaux sont fragiles et ne peuvent pas supporter les traitements par
entrainement a la vapeur d’eau ou I’hydrodistillation comme le cas des fleurs (par exemple
fleurs de jasmin et d’ceillet) d’ou le recours a d’autres techniques d’extraction telle que
I’extraction par des solvants. C’est une méthode d’extraction impliquant des solvants chimiques
afin de dissoudre les huiles essentielles des plantes. Dans ce processus, plusieurs solvants ont
été utilisés tels que le benzene (dans le cas de produits utilisés en parfumerie), I’hexane (pour
I’ensemble des produits floraux frais) qui est le meilleur solvant gréce a sa forte solubilité dans
I’huile, les alcools comme 1’éthanol et le méthanol (extraction de vanille et cacaos). Le principe
de cette opération se base sur le broyage des plantes qui vont étre mélangées avec le solvant qui
va dissoudre les HEs. La solution obtenue est ensuite filtrée afin d’¢liminer les impuretés. Puis,
le solvant est évaporé en laissant derriere lui les HEs. L’extraction par solvants est adoptée pour
les plantes contentant des quantités moyennes voir faibles d’HEs. Le Soxhlet, I’'une des
anciennes méthodes d’extraction par solvant, est défini par la recirculation du solvant dans
I’échantillon jusqu’a ce que I’huile soit complétement ¢liminée (Luque de Castro & Priego-
Capote, 2010). Dans cette procédure, les solutés obtenus sont sous forme trés diluée d’ou la
nécessité d’un grand volume qui doit étre concentré avant I’analyse. Ainsi, le temps d’extraction
est de 1 et 72 heures et les solvants organiques utilisés ,toxiques et colteux, doivent étre d’une
grande pureté (Yousefi et al., 2019). De ce fait, certaines alternatives, telles que I’application
d’ultrasons ou de micro-ondes, sont préferées (Luque de Castro & Priego-Capote, 2010) pour
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réduire la consommation de solvants et la dégradation thermique des molécules cibles (Palma
et al., 2013).

2.3.Extraction a froid ou pression mecanique

L’extraction a froid, appelée aussi pressage a froid, est une technique adaptée pour les plantes
qui contiennent des quantités importantes d’HEs dans leurs écorces comme c’est le cas des
agrumes (orange, pamplemousse et citron) (Stratakos & Koidis, 2016). Son principe de
fonctionnement consiste a presser les écorces d’agrumes qui vont étre lacérées par des aiguilles
ce qui va créer des zones de compression dans la peau incitant ’'HE a sortir vers 1’extérieur
pour étre recueillie par un collecteur (Figure 27). Ensuite, I’HE est séparée par centrifugation,
séchee par du sulfate de sodium anhydre et conservée a 4°C a I’abri de la lumiére jusqu’au

moment de 1’analyse.

Moteur
Aiguille

Collecteur

Figure 27: Montage de I'extraction a froid

2.4.Extraction par le CO2

L’extraction des HEs par le dioxyde de carbone est un processus d’extraction qui utilise des gaz
supercritiques afin d’extraire des composés volatils a partir des plantes. L’originalité de cette
technique repose sur la haute qualité des HEs associée a une courte durée d’extraction car elle
ne nécessite pas 1’utilisation de solvants chimiques et ne laisse pas de résidus dans les HEs.
Cette méthode est considérée comme étant la plus efficace et la plus respectueuse de
I’environnement comparativement a d’autres méthodes d’extraction. En effet, le CO>
supercritique est un fluide aux propriétés liquides et gazeuses a la fois, ce qui lui confére une

excellente capacité d’extraction avec une pression et une température spécifique en pénétrant
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dans les cellules végétales pour extraire les composés aromatiques sans endommager la plante
et sans laisser des résidus dans la phase d’élimination (Figure 28). L’avantage de cette
opération c’est qu’elle combine les caractéristiques du gaz et du liquide lors du processus de
I’extraction en réduisant les phénomenes de dégradation comme la séparation ou 1’oxydation et

minimisant ainsi le temps d’extraction (Zermane et al., 2016).

SCHEMA DE PRINCIPE
D’EXTRACTION PAR CO2 SUPERCRITIQUE

Stockage Compresseur

CO2 liquide

Condensateur Séparateur

W

- CO2 & lélnt supercrtique +oxtralt

Figure 28: Principe d'extraction des HEs par le CO> supercritique

2.5.Enfleurage

C’est une méthode d’extraction traditionnelle adaptée pour les plantes caractérisées par des
faibles teneurs d’HEs, en particulier les fleurs telles que le jasmin, le narcisse, la rose et la
tubéreuse. Il existe deux types d’enfleurage : I’enfleurage a froid, qui est le plus fréquent, et
I’enfleurage a chaud. Cette technique consiste a placer des pétales de fleurs fraiches a
température ambiante sur une couche de graisse ou de cire appelée « chassis » (Figure 29).
Cette méthode implique plusieurs répetitions avec des changements réguliers des pétales
jusqu’a ce que la graisse ou la cire soit saturée en extrayant suffisamment d’huile essentielle.
Bien que cette opération soit colteuse et longue (plusieurs répétitions en plusieurs semaines),
I’enfleurage reste appréciée, en particulier dans le domaine de parfumerie, pour certaines huiles

essentielles de haute qualité principalement I’HE de jasmin (Stratakos & Koidis, 2016).
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Figure 29: Schéma de I'enfleurage a froid

3. Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles, qui sont des substances produites a partir des plantes aromatiques, se
caractérisent par une composition chimique souvent complexe est trés variée mais analysable
et qui peut varier en fonction des facteurs intrinseques et extrinséques, qui leurs confére leurs
propriétés thérapeutiques, tels I’origine géographique, I’organe producteur, le mode de culture,
le mode de recueil et méme le mode d’extraction (Jugreet et al., 2020). Les huiles essentielles
contiennent un ou deux composes majoritaires responsables a leurs activités spécifiques. Ces
constituants appartiennent a des groupes fondamentaux caractérisés par des origines
biogénétiques distincts (Figure 30) : le groupe des terpenes et des terpénoides (ou composés
terpéniques ou terpenes oxygénées), les phénols (composés aromatiques dérivés du
phénylpropane) beaucoup moins fréquents et d’autres composés d’origines diverses (Rao et
al., 2019).
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Figure 30: Structure chimique des principaux groupes des huiles essentielles

(Rao et al., 2019)

3.1.Composes terpéniques (terpénes et terpénoides)
Les terpénes sont les principaux constituants des HEs. Ce sont des hydrocarbures formés par
I’assemblage de deux ou plusieurs unités isopréniques a base de 5 carbones dont la structure est
arrangée de facon linéaire ou cyclique (Rao et al., 2019). Ce sont des polymeéres isopréne de
formule brute (CsHg)n (Figure 31).

Isopréne (2méthylbuta-1,3-diéne)

Figure 31: Structure chimique d'un isopréne

Sur la base de nombre d’unités isopréniques associées a la molécule, on distingue les
monoterpénes en Cio, les sesquiterpenes en Css, les diterpénes en Coo, les triterpénes en Cao, les

tétraterpenes en Cao, et les polyterpénes. Les huiles essentielles contiennent particulierement
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des

monoterpenes, des sesquiterpénes et peu de diterpenes (Tongnuanchan & Benjakul,

2014). En effet, Ces terpénes ont des structures trés variées (acycliques, monocycliques,

bicycliques) et contiennent la plupart des fonctions chimiques des matieres organiques (Figure
32).

1. Terpenes
-Monoterpenes

Carbure monocyclic Carbure bicyclic
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. Yhe
Alcohol acyclic Phenol .
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Caryophyllene

Carbure
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Figure 32: Structure chimique de quelques composeés terpéniques des huiles essentielles
(Bakkali et al., 2008)

a.  Les monoterpenes

Les monoterpenes, constituant 90% des HEs et dont la formule brute est de C1oHis, sont
obtenus a partir de 1’association de deux unités isopréniques. Ces molécules peuvent étre
acycliques (myrcéne, ociméne), monocycliques (a- et y-terpinéne, p-cymeéne) ou des
monoterpenes bicycliques (pinénes, 6-3-carene, camphene, sabinéne) (Figure 32). Les
composés monoterpéniques sont synthétisés par une enzyme appelée monoterpéne synthase
en utilisant le géranyl-pyrophosphate (GPP) comme substrat (Oldfield & Lin, 2012;
Schmidt-Dannert, 2014).

b.  Les sesquiterpénes
Les sesquiterpénes est une autre classe des composés terpéniques issue de I’assemblage de

trois unites isopréniques, soit la formule brute CisHo4. Ils peuvent étre également, comme
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les monoterpénes, acycliques (farnésol), monocycliques (humuléne, a-zingibérene) ou
polycycliques (matricine, artéannuine, B-artémisinine) et ils renferment aussi des fonctions
comme alcools, cétones, aldéhydes, esters (Bakkali et al., 2008). Cependant, ces composes
sont présents en faibles proportions dans les HEs dont le B-caryophylléne qui est un
sesquiterpéne bicyclique naturel présentant le constituant majeur de plusieurs HEs (Rao et
al., 2019).

Contrairement aux terpenes, les unités isoprenes des terpénoides sont associées ou
modifiées de nombreuses fagons comme 1’addition d’atomes d’oxygene a 1’unité
isopréniques, ou 1’élimination ou 1’ajout de groupes méthyles. De plus, en fonction du
nombre d’unités présentes, les terpénoides peuvent étre divisés en monoterpénoides,
sesquiterpénoides ou en diterpénoides. lls peuvent également étre classés en fonction du

nombre et des structures cycliques qu’ils contiennent (Schmidt-Dannert, 2014).

3.2.  Composes aromatiques dérivés de phénylpropane (Phénols)

Les composes aromatiques ou phénylpropanoides sont des dérivés de phénylpropane (C6-
C3) et sont constitués d’une chaine carbonée liée a un noyau aromatique a six carbones.
Les phénols ou les phénols terpénoides est un groupe de composés chimiques ou un groupe
hydroxyle (-OH) est lié directement a un cycle aromatique (Cs). La production de ces
composés est moins abondante dans les HE que les terpénes (Calsamiglia et al., 2007).
Cette classe comprend des alcools comme 1’alcool cinnamique, des phénols comme le
chavicol et ’eugénol, des aldéhydes comme 1’aldéhyde cinnamique ou également des
dérivés méthoxy tels que 1’anéthol, 1’élémicine et I’estragol (Figure 33). Les composés
aromatiques sont présents principalement dans les huiles essentielles du thym, de 1’origan,
de la cannelle, de la muscade, du persil et du fenouil (Bakkali et al., 2008; Rao et al.,
2019).
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Figure 33: Structure chimiques de quelques composés aromatiques des huiles essentielles
(Bakkali et al., 2008)

3.3. Autres composés d’origines diverses
Ce sont des hydrocarbures aliphatiques a chaine linéaire ou ramifiée porteurs de différentes
fonctions entrainables lors de I’hydrodistillation. Ces composés sont issus de la
transformation de molécules non volatiles. lls sont généralement de faible poids

moléculaire.
4. Activités biologiques

4.1. Activités antioxydantes

Diverses études ont montré que les HEs sont de puissants antioxydants. Par exemple, les
HEs de jasmin, thym, curcuma, lavande, feuille de cannelle, basilic possedent des
potentiels antioxydants considérables (Bhalla et al., 2013; Ayaz et al., 2017). Les HEs ont
plusieurs modes d'action en tant qu'antioxydant, tel que la combinaison avec les radicaux
libres générés par la membrane mitochondriale endommagée afin de fournir des radicaux
phénoxy réactifs qui se combinent davantage avec les ERO et préviennent d'autres
dommages (Bhalla et al., 2013) (Figure 34).
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Figure 34: Mécanisme antioxydant des HEs (Bhalla et al., 2013)

Les HEs de basilic, cannelle, clou de girofle, muscade, origan et de thym, sont connues
comme sources naturelles de composés phénoliques capables de pieger les radicaux libres
(Tomaino et al., 2005). Le thymol et le carvacrol sont les principaux composes actifs
responsables de I’activité antioxydante des HEs (Braga et al., 2006; Tanu & Harpreet,
2016). Leurs activités sont en relation avec leurs structures phénoliques car les composés
de ce type ont des propriétés oxydo-réductrices et jouent ainsi un réle important dans la

neutralisation les radicaux libres.

Les cétones, les aldéhydes, les hydrocarbures et les éthers présentent également une activité
de piégeage des radicaux libres pour certaines HES y compris les HEs de thym de Thymus
caespititius, Thymus camphoratus et Thymus mastichina. Leurs activités antioxydantes
sont dues a la présence de certains composés possédant cette propriété tels que le linalol
et le 1,8-cinéole (Tanu & Harpreet, 2016).

4.2. Activités neuroprotectrices
Il a été signalé que les HEs seraient un remede tres efficace en raison de leurs potentiels
neuroprotecteurs et anti-age et de leur implication dans divers troubles induits par les
radicaux libres, y compris les maladies neurologiques et le vieillissement (Ayaz et al.,

2017). Des études ont révélé que les HEs possédent un potentiel d'inhibition de la
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cholinestérase et sont pertinents dans la pathogenése de la maladie d’Alzheimer. Les
mécanismes des HEs sont associés a I'hypothese du stress oxydant et a I'hnypothése
cholinergique, dans cette derniere, la perte de neurotransmission cholinergique par les
enzymes qui catalysent 1’hydrolyse rapide de 1’acétylcholine (ACh) et la destruction des
neurones cholinergiques dans le cerveau antérieur basal perturbent la fonction cognitive
(Savelev et al., 2004; Benny & Thomas, 2019). Les HEs présentent a la fois des potentiels
inhibiteurs d’acétylcholinestérase (AChE) et de butyrylcholinestérase (BChE) impliquées
dans la dégradation de I’ACh. Ces inhibiteurs se lient de maniére réversible aux sites actifs
des enzymes AChE / BChE empéchant la dégradation hydrolytique de I'ACh et
maintiennent sa concentration synaptique ce qui entraine un soulagement des symptémes
de la maladie d’ Alzheimer (Ayaz et al., 2017) (Figure 35).
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Figure 35: Synthése neuronale et clivage enzymatique de 1’acétylcholine (ACh) par
I’acétylcholinestérase (AChE) et la butyrylcholinestérase (BChE).Les HEs peuvent inhiber

["action de ces deux cholinestérases (Ayaz et al., 2017)

Il a déja été montré que les constituants volatils des huiles essentielles, en raison de leur
petite taille moléculaire et de leur lipophilie, sont susceptibles de traverser facilement la
barriere hémato-encéphalique (Savelev et al., 2004; Benny & Thomas, 2019).
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D’autres études ont révélé que 1’activité antioxydante et neuroprotectrice des HES sont
principalement liées aux principaux composés actifs présents dans les HEs
(Tongnuanchan & Benjakul, 2014).

4.3. Activités antimicrobiennes

De nombreuses HEs sont réputées comme de puissants antibactériens. Leur spectre
d’action est tres étendu puisqu’elles agissent contre un large éventail de bactéries y compris
celles qui développement des résistances aux antibiotiques. En effet, les bactéries a gram
positif seraient plus résistantes aux HEs grace a la présence d’une membrane externe riche
en lipopolysaccharides rendant la bactérie hydrophile ce qui empéche les terpenes d’y
adhérer (Burt, 2004). En général, les HEs augmentent la perméabilité de la paroi cellulaire
des bactéries entrainant la perte de leurs constituants, le blocage de la production de
I’énergie et la synthése des composants de structure par acidification de ’intérieur de la
bactérie (Jugreet et al., 2020). Le thymol présent dans I’HE de thym a montré un potentiel
antibactérien vis-a-vis de Staphylococcus aureus et Escherichia coli par la perturbation de
la fraction lipidique conduisant a une fuite du matériel intracellulaire (Trombetta et al.,
2005; Sienkiewicz et al., 2012).

En outre, certaines HEs sont dotées d’une activité antifongique. En effet, il a été démontré
que les HEs riches en phénylpropanoides (eugénol) et les alcools sesquiterpéniques
monocycliques (a-bisabolol) présentent une forte activité inhibitrice vis-a-vis de la
croissance des dermatophytes et le développement des spores (Raut & Karuppayil, 2014).
Les HEs riches en terpenoides présentent une activité inhibitrice contre les champignons
pathogenes des humains résistants aux médicaments notamment le Candida albicans.
L’action des terpénoides serait contre le biofilm par I’inhibition de I’ergostérol
membranaire et les voies de signalisation intervenant dans la formation des filaments
hyphes (Raut & Karuppayil, 2014).

4.4. Activités anti-inflammatoires
L’inflammation est une réponse normale protectrice induite par I’organisme lors d’une
1ésion ou d’une infection pour éliminer les cellules endommagées ou mortes. Au cours de
ce processus, il y a activation en cascade des enzymes, des molécules d’adhésion, des
cytokines pro-inflammatoires. En plus de leurs propriétés antioxydantes, neuroprotectrices
et antimicrobiennes, les HEs possedent également une activité anti-inflammatoire en

inhibant les médiateurs pro-inflammatoires. Leurs interactions sont associées avec des
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cascades de signalisation impliquant des cytokines et des facteurs de transcription et

I’expression des geénes pro-inflammatoires (Miguel, 2010).

Par exemple, I’HE de Lavande a la capacité d’inhiber 1’inflammation par inhibition du
TNF-a (tumor necrosis factor) et NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells) dans le cerveau murin (Hajhashemi et al., 2003; Kar et al., 2018b).

L’HE de Camomille est utilisée depuis des siecles comme un anti-inflammatoire et aussi
pour soulager les symptdmes associés a eczéma, dermatite et autre irritation (Miguel,
2010).

Il a été démontré que, I’application cutanée de plusieurs HEs, en particulier de Géranium,
chez des souris supprimait les symptomes inflammatoires associée a 1’accumulation de

neutrophiles et a I’cedéme (Jugreet et al., 2020).
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OBJECTIFS DE LA THESE

Avec I’augmentation de la durée de vie, le vieillissement est un sujet de préoccupation majeure.
Ce processus physiologique conduit a un ensemble de modifications progressives qui favorisent
le stress oxydant et des dysfonctions des organites (mitochondries, peroxysomes). Ceci favorise
la survenue de maladies liées a I’age telles que les cancers, les maladies cardiovasculaires,
neurodégénératives (maladie d’Alzheimer, maladie de Parkinson), oculaires (DMLA,
glaucome), osseuse (ostéoporose), et musculaire (sarcopénie) Le vieillissement cutanée est la
marque la plus visible de 1’age. Il devient donc primordial de mieux connaitre les molécules
impliquées dans le vieillissement et aussi développer des stratégies nutraceutiques et
thérapeutiques pour prévenir et traiter ces maladies liées a 1’age qui sont une charge financiére

et sociétale.

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés aux polyphénols, aux oxystérols et aux huiles

essentielles (HES).

Les polyphénols sont des nutriments associés au régime méditerranéen. Ces molécules et en
particulier le trans-resvératrol (RSV) ont des effets anti-vieillissement. Cependant, le RSV est
rapidement métabolisé in vivo ce qui rend son utilisation thérapeutique difficile. Pour pallier ce
probléme, on peut envisager d’utiliser des molécules de synthese issues du RSV, comme les
aza-stilbénes (AZA-STs).

Par ailleurs, parmi les divers facteurs associés aux maladies liées a I’age et pouvant les induire
et/ou aggraver, on trouve le stress oxydant, I’inflammation et la mort cellulaire. Plusieurs études
cliniques, in vitro et sur des modeles animaux sont en faveur d'une implication de molécules
issues de 1’oxydation du cholestérol (oxystérols) dans le développement des maladies liées a
I’age. Parmi ces molécules figurent le 7-cétocholestérol (7KC) et le 7p-hydroxycholestérol
(7B-OHC).

Pour s’opposer au vieillissement, en particulier cutané, des huiles essentielles (HES) se sont
montrées bénéfiques. Les bienfaits des HEs sont bien connus en médecine traditionnelle et en

aromathérapie. Plusieurs composants des HES pourraient ainsi avoir un effet anti-vieillissement

Dans le travail de These réalisé dans le cadre des maladies liées a 1’age, de leurs
physiopathologies et de leurs préventions, nous nous sommes intéressés aux aza-stilbenes
(AZA-ST) et trans-resvératrol (RSV), aux oxystérols (7KC et 7p-OHC), et aux HEs.
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Trois axes complémentaires ont ainsi été traités :

v' Le premier axe a consisté a synthétiser des AZA-STs et a les comparer par
rapport au RSV sur des cellules neuronales murines N2a. Les activités cytotoxiques des
AZA-STs (dysfonctions mitochondriales, stress oxydant, induction de mort cellulaire et
incidence sur le cycle cellulaire) ont été étudiées comparativement au RSV. Cet axe

s’inscrit dans les activités anti-tumorales du RSV et des AZA-STSs.

v" Le deuxiéme axe a consisté a mieux caractériser la mort cellulaire induite par le
7KC et 7B-OHC sur cellules N2a pour un temps de traitement important (72h). La mort
par oxyapoptophagie (« oxiapoptophagy ») a été caractérisée et les effets cytoprotecteurs
de T'huile de pépins de grenade ont été comparé a ceux de 1’alpha-tocophérol
(molécule cytoprotectrice de référence). Le profil de I’huile de pépins de grenade (lipides,

polyphénols) ainsi que son pouvoir antioxydant (test KRL) ont été déterminés.

v' Le troisieme axe a consisté a étudier les activités d’HEs de jasmin et de thym
(HEs méditerranéennes) sur des kératinocytes humains établis en lignée, les cellules
HaCaT. Sur ces cellules, les effets de ces HEs ont été abordés en prenant en compte, la
viabilité et la prolifération (analyse du cycle cellulaire), le stress oxydant, et I’impact sur
la mitochondrie. Les HES ont aussi été caractérisées chimiquement et leur pouvoir anti-

oxydant a été étudié (test KRL) ainsi que leurs effets sur le métabolisme du cholestérol.
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1. Préparation des molécules

1.1.0xysteérols
Les oxystérols étudiés, 7a-hydroxycholestérol (7a-OHC) et 7B-hydroxycholestérol (78-OHC)

ont été synthétisés par 1’équipe du Professeur Mohammad SAMMADI (Metz, France). Le 7-
cétocholésterol (7KC) provient de chez Sigma-Aldrich (ref: C2394; pureté >98%).

Les différents oxystérols ont tous été préparés de la méme maniere : une masse d’oxystérols est
pesée et dissoute dans 1’éthanol absolu (98%) a raison de 1 mg pour 50 uL d’éthanol absolu.
Ensuite, la solution éthénolique d’oxystérol (50 pL) est diluée dans 1,2 mL de milieu de culture
DMEM supplémenté avec 5 % de sérum de veau feetal (SVF, Pan Biotech) et 1 %

d’antibiotiques afin d’obtenir une solution mére d’oxystérol a 2 mM (800 pg/mL).

Le contrdle de la qualité de ces molécules est réalisé avec les spectres RMN *H et *3C obtenus

avec un spectrometre Brucker Avance 400 ; la pureté était de 98-99% voir supérieure.

Ces oxysteérols étudiés sont représentés dans le Tableau 1

Tableau 1: Représentation des oxystérols oxydés en C7

Oxystérol Formules Structure Masse molaire (g/mol)
chimiques
7-cétocholestérol C27H1402 400,637
b

7a-hydroxycholestérol C27H1602 Y ) 402,653

7B-hydroxycholestérol C27H4602 ngy 402,700
HO OH
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1.2.Resvératrol

Le trans-resvératrol (RSV), qui est un polyphénol naturel de la classe des stilbenes, est la
molécule de référence pour 1’étude avec les AZA-STs. Il provient de chez Sigma Aldrich (Réf
: 501-36-0 ; pureté 99%) ; celui-ci a été dissout dans 1’éthanol absolu (EtOH; Carlo Erba
Reagents, Val de Reuil, France) pour avoir une solution mere a 50 mM.

1.3.Aza-stilbenes

Les aza-stilbénes (AZA-STs) sont des polyphénols synthétiques issus du trans-resvératrol
(RSV). IIs ont ét¢ fournis par I’équipe du Professeure Dominique Vervandier-Fasseur
(Université de Bourgogne, Dijon, France). Les AZA-STs ont tous préparés da la méme maniére
en les dissolvant dans du diméthylsulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich) et une solution mere a été
préparée a 50 mM. La caractérisation des sept aza-stilbenes a été effectuée par la Professeure
Dominique Vervandier-Fasseur avec les RMN *H (500 MHz) et 3C (126 MHz) obtenus avec
un spectrométre Brucker Avance 400 (diamond ATR, Kontich, Belgique).

Les différentes molécules traitées sont présentées dans le Tableau 2

Tableau 2: Principales caractéristiques chimiques du trans-resvératrol et des Aza-stilbénes

Masse

Formules : Solubilité
chimiques Srleiue r(r;]c/)rlg(l)qu (Temp. Ambiante)
, HO A O
Resvératrol C14H1203 O 228,250 -Ethanol absolu
AZA-Stilbenes
AZA-ST 1a ot N -DMSO
(AZA-ST 1) C1sH1NO, — \ R A 213228 _Ethanol absolu
|||3\.
AZA-ST 1b A N, )
(AZAST 1) Ci3H1uNO? g g 213,228 DMSO
AZA-ST 1c ~
(AZA-ST 111 C13H11NO2 _~—\ o 213,228 -DMSO
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,?Azz,i_g \})e ctaNe, ) S e 221254 -DMSO
el CaHuNoBr O Sl e 27811 -DMSO
é\éﬁ-—SSTTV]i% C13H10NOBr _ 276,11 _Eth'a?]'(\)/:igsolu

1.4.a-tocophérol

L’a -tocophérol est le constituant majeur de la vitamine E. L’ a-tocophérol (Sigma-Aldrich, Réf:
T3251; pureté >96%) ; c’est la molécule cytoprotectrice de référence pour les oxystérols; I’a, -
tocophérol est préparé en dissolvant 0,34 g dans 1 mL d’éthanol absolu (EtOH 100 %) ; une
solution mere a été obtenue a une concentration de 80 mM ; cette solution est conservée a -
20°C.

1.5.Huiles essentielles

Les huiles essentielles (HE) de Jasmin (Jasmonium grandiflorum) et de Thym (Thymus

vulgaris), ont été achetées chez Onatera (France : https://www.onatera.com ; consulté le 08

Janvier 2023), et ont été utilisées dans ce travail.

Les cellules HaCaT ont été traitées par ces deux huiles en utilisant une solution mere de
concentration de 80 mg / mL diluées dans DMSO (92 uL d’HE dans 1 mL de DMSO). Les
deux huiles essentielles de Thym (100 pg / mL) et de jasmin (200 pg / mL) ont été utilisées a
ces concentrations sur cellules HaCaT (traitement 24 h).

2. Culture et traitement des cellules

2.1.Matériel biologique : lignées de neuroblastome de souris (N2a) et de kératinocytes
humains (HaCaT)

e Cellules de neuroblastome murin N2a : La lignée cellulaire de neuroblastome de
souris neuro-2a (N2a) (ATCC ® CLL-131 ™) est utilisée pour étudier les mécanismes
fondamentaux de la fonction cérébrale et les mécanismes de neurodégénérescence

associés a certaines maladies liées a 1’age telles que les maladies d’Alzheimer et de

75


https://www.onatera.com/

Matériels et Méthodes

Parkinson. Ces cellules N2a correspondent au modele expérimental utilisé dans ce

travail de These.

e Kératinocytes humains HaCaT : La lignee cellulaire HaCaT est une lignée de cellules
épidermiques (la couche la plus superficielle de la peau) humaines immortalisées. Ces
kératinocytes ont été obtenues pour la premicre fois a partir d’une biopsie de peau
humaine saine et ont été immortalisées en utilisant un virus oncogéene. Ces cellules ont

été utilisées.

2.2.Culture cellulaire

La lignée de neuroblastomes de souris neuro-2a (N2a) (ATCC ® CCL-131 ™) est cultivée dans
un milieu de culture composé d’un mélange de Dulbecco’s modified Eagle medium DMEM
(Lonza, Bale, Suisse) supplémenté par 10% de Sérum du veau feetal (SVF) décomplémenté
(chauffé 30 minutes a 56°C) (Pan Biotech GmbH, Aidenbach, Germany) et par 1% de
pénicilline/streptomycine (100 U/mL penicilline, 100 mg/mL streptomycine) (Pan Biotech
GmbH). Ces cellules sont ensemenceées a une densité de 60 000 cellules par puits en plaque 24
puits, 120 000 cellules par puits en plague 12 puits dans un volume de 1 mL de milieu de culture

par puits.

Les cellules sont ensemencées dans des boites de Pétri, incubées en atmosphere humide a 37°C
et 5% de CO: et trypsinées a raison de deux fois par semaine (0.05% trypsine - 0.02% EDTA)
(Pan Biotech GmbH). A confluence (environ 80 %), le milieu de culture est éliminé et le tapis
cellulaire est rincé avec du PBS (Phosphate Buffered Saline) dans le but d’enlever toute trace
d’inhibiteurs de trypsine présente dans le sérum. Les boites sont placees a 37°C pendant 2-3
min aprés ’ajout de la Trypsine (2 mL par boite) afin de détacher les cellules qui seront
dispersées dans du milieu de culture complet. Une partie de la suspension cellulaire sera
ensemencée dans des plaques pour le traitement, et 1’autre partie sera réensemencée dans de

nouvelles boites de Pétri pour les prochains passages.

3. Evaluation de la viabilité et de I’adhérence cellulaire

3.1. Mesure de I’activité estérase : test FDA (Fluorescéine Diacétate)
La viabilité cellulaire a été quantifiée grace a 1’activité estérase détectée par la fluorescéine
diacétate (FDA) (Namsi et al., 2019). A la fin de la période de traitement, les cellules ont été
incubées a 1’obscurité (37°C) pendant 8 min avec 15 ug/mL de FDA (Sigma-Aldrich), qui reste
séquestré dans le compartiment cytosolique et qui fluoresce en vert dans les cellules vivantes.

Aprés incubation, les cellules ont été rincées deux fois avec du PBS (0,1 M, pH 7,4) puis lysées
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avec un tampon Tris/HCI contenant 1% de dodécylsulfate de sodium (SDS). L’intensité de la
fluorescence a été¢ mesurée (A Excitation = 485 nm ; A Emission = 528 nm) avec un lecteur de

plaque (Tecan Sunrise, Tecan, Lyon, France) afin de quantifier les cellules vivantes.

3.2. Evaluation de I’adhérence cellulaire : test Sulforhodamine 101 (SR101)
La mort cellulaire étant associée a une perte d'adhérence cellulaire, le test Sulforhodamine 101
(SR101) permet la quantification des cellules adhérentes, considérées comme des cellules
viables. La SR101 est un colorant anionique qui se lie aux protéines cellulaires (Yammine,
Zarrouk, et al., 2020). A la fin du traitement, les cellules N2a ont été fixées avec de I'éthanol
a 70% pendant 20 minutes (4°C), puis incubées pendant 30 minutes (4°C) avec du SR101 (1,5
pg/mL) et rincées deux fois avec du PBS. L'intensité de fluorescence a été mesurée avec une
excitation a 535 nm et une émission a 610 nm a l'aide d'un lecteur de microplaques a

fluorescence TECAN (spectrophotometre Sunrise, TECAN, Lyon, France).

3.3.  Evaluation de la confluence cellulaire : coloration au Crystal Violet
Le Crystal Violet, permettant d’évaluer la confluence, colore les noyaux des cellules vivantes
qui sont adhérentes d’une couleur violet foncé. Apres culture et traitement des cellules N2a, les
surnageants contenant les cellules mortes sont éliminés et les plaques de cultures ont été rincées
2 fois avec du PBS, ensuite 500 pL de la solution de Crystal Violet (Sigma Aldrich) a été ajoutée
dans chaque puits pendant 5 minutes & température ambiante. Trois lavages avec de ’eau
distillée ont été effectués afin d’éliminer 1’excés du colorant. Les cellules sont alors séchées et
incubées avec une solution de dissolution (citrate de sodium 0.1 M, éthanol 50%) du Crystal
Violet (10 min, température ambiante). Le Crystal Violet présent dans les cellules est ainsi
dissout et I’absorbance est mesurée a 570 nm a 1’aide d’un un spectrophotométre lecteur de

plaques pour quantifier la confluence.

3.4. Mesure par cytométrie en flux de la mortalité cellulaire par coloration a

I’iodure de propidium

Figure 36: Structure chimique de I’Iodure de Propidium
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L’iodure de propidium (IP) est un colorant fluorescent utilis¢ pour la quantification de la
mortalité cellulaire (Figure 36). 1l s’agit d’une molécule cationique rouge hydrophile qui ne
pénétre que dans les cellules ayant perdues 1’intégrité de leurs membranes plasmiques
(membranes plasmiques perméabilisées), ce qui indique qu’elles sont mortes. L’IP (Sigma
Aldrich) est un fluorochrome qui s’intercale irréversiblement au niveau des acides nucléiques
(ADN, ARN) en produisant une fluorescence rouge / orange (Aex max = 538 nm ; Agm max = 617
nm) quand il est excité avec un laser bleu (488 nm). La solution mere a été préparée a la
concentration de 1 mg / mL dans I’eau MilliQ et stockée a I’abri de la lumiére a +4°C.

Les cellules N2a sont ensemencées de ’ordre de 6 x 10* cellules par puits en plaque de 24 puits.
Aprés 48 h de traitement par le resvératrol et les sept Aza-stilbenes (6,25 uM, 12,5 uM et 25
HMM), les cellules mortes et vivantes récupérées ont été centrifugées 5 min a 300 g. Puis, le culot
cellulaire a été lavé avec 1 mL de PBS (1X), coloré avec une solution IP (1 ug / mL de PBS) et
incubé a 37°C. En prenant en compte 10 000 cellules par échantillon, les analyses ont été
réalisées a I’aide d’un cytomeétre en flux LSR II Digital (BD Biosciences) ; la fluorescence est
collectée avec un filtre passe bande de 590 + 20 nm sur une échelle logarithmique et les données
sont ensuite analysées avec le logiciel FlowJo. Le pourcentage des cellules mortes correspond

aux cellules IP positives.

4. Caractérisation et évaluation de la mort cellulaire

4.1. Analyse de la morphologie cellulaire par microscopie a contraste de phase

Apres 24 h de traitement par les huiles essentielles (HES) de Jasmin (200 pg / mL) et de Thym
(100 pg / mL) en plaques 6 puits avec une densité cellulaire de I’ordre de 5 x 10°, la morphologie
des cellules HaCaT a été observée sous un microscope a contraste de phase (Axiovert 40 CFL,
Zeiss). Cing images correspondent a cing champs microscopiques ont été prises au centre de
puits de culture avec les grossissements x4, x10 et x20 (objectif : LD plan-achromat, Réf :
415500-1614-000). Les images digitalisées ont été obtenues avec une caméra Axiocam Zeiss
(5MP HD IP).
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4.2. Caractérisation et quantification de I’apoptose par coloration au Hoechst

33342 et au May-Griunwald-Giemsa

4.2.1. Analyse de la morphologie nucléaire par microscopie a fluorescence

apres coloration au Hoechst 33342 : application a I’apoptose

Pour distinguer entre les cellules apoptotiques et les cellules qui ne sont en apoptose, des critéres
morphologiques nucléaires ont eté utilisés. En effet, les cellules apoptotiques, de petite taille,
présentent une condensation et une fragmentation de leurs noyaux tandis que les cellules saines

auront un noyau circulaire et non condensé, avec un rapport nucléo-cytoplasmique éleve.

Les cellules mortes, non adhérentes, qui se trouvent dans le surnageant, sont récupeérées ; les
cellules adhérentes sont trypsinées et centrifugées, mélangées avec les non-adhérentes puis
fixées avec du paraformaldéhyde filtré (PFA 4%) pendant 15 minutes a température ambiante.
Apres lavage en PBS 1X, les cellules sont incubées avec du Hoechst 33342 a 1 pg/mL pendant
5 minutes puis lavées PBS 1X et une cytocentrifugation est réalisée (cytospin 2;
Shandon/Thermo Scientific) a 1500 tours/minute pendant 5 minutes afin de déposer environ
40 000 cellules sur une lame de microscope. Le montage lame / lamelle est effectué avec du
« mounting fluorescent medium » (Dako) et I’observation est réalisée au microscope a
fluorescence (Axioskop fluorescent, Zeiss). 300 noyaux sont comptés par lame pour déterminer
le pourcentage de noyaux apoptotiques (quantification de I’apoptose par le pourcentage de

cellules avec des noyaux condensés et/ou fragmentés).

4.2.2. Analyse de I’aspect des noyaux et du cytoplasme apres coloration au
May-Grinwald-Giemsa : Application a 1’apoptose, la nécrose et
I’autophagie
Pour quantifier les cellules ayant des noyaux apoptotiques dont le cytoplasme contient des
vacuoles pouvant correspondre a des vacuoles autophagiques, la coloration au May-Grinwald-
Giemsa a été appliquée. Cette coloration repose sur I’action combinée de deux colorants neutres
a I’état inactif permettant la visualisation de détails morphologiques : Le May-Grinwald qui
contient un colorant acide (1’éosine) et un colorant basique (le bleu de méthylene) ; et le Giemsa
qui comporte lui aussi de I’€osine et un colorant basique (1’azur de méthyléne).
Aprés traitement, les cellules (environ 40 000 cellules) ont été déposées sur lames par
cytocetrifugation (5 minutes / 1500 tours) et fixées avec du méthanol 100% pendant 5 minutes.
Puis, les lames sont colorées par le May-Griinwald (pendant 5 minutes) et incubées avec le

Giemsa par la suite a température ambiante pendant 15 minutes. Les préparations sont ensuite
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lavées par I’eau distillée (2 x 15 secondes) pour éliminer tout excés de colorant, séchées a 37°C
ou a température ambiante (30 minutes minimum) et immergées dans du Xyléne pendant
30 secondes. Le montage est réalisé en EUKITT entre lame et lamelle et les échantillons sont
stockés a +4°C jusqu’a I’observation. Dans ces conditions deux couleurs seront observées en

lumiere blanche : noyau coloré en rose et cytoplasme coloré en bleu violet.

4.3. Evaluation de de I’apoptose par cytométrie en flux par mesure de

P’activation des caspases 3/7
L’¢évaluation de I’apoptose par cytométrie en flux est mesurée par activation des caspases 3/7
dans les cellules (Technique FLICA : FLuorescent Inhibitors of CAspases).
Les cellules N2a traitées par le 7KC (25 uM ; 50 uM), par le 7a-hydroxycholestérol (25 uM ;
50 uM) et par le 7B-hydroxychoestérol (12,5 uM ; 25 uM) ont €été collectées par trypsination
apres 72 h de traitement par les oxystérols et centrifugées pendant 5 minutes a 300 g. Apres
lavage avec du PBS 1X, le marquage des cellules a été effectué¢ a 1’aide de TF2-DEVD-FMK
(se liant de maniére irréversible au site actif des caspases 3/7) dilué 500 fois (1 :500) avec un
temps d’incubation entre une 1 et 4 h a 37°C. Aprés un lavage en PBS, un volume de 500 pL
de tampon de dosage a été additionné aux culots cellulaires marqués. Les analyses
cytométriques ont été faites a ’aide d’un cytomeétre en flux LSR II Digital (BD Biosciences).
La fluorescence de TF2-DEVD-FMK est collectée avec un filtre bande-passe de 530 + 30 nm.
Une acquisition de 10 000 cellules a été réalisée pour chaque échantillon et les données

récupérées ont été analysées par le logiciel FlowJo sur une échelle logarithmique.

4.4. Caractérisation de I’autophagie par coloration des vacuoles autophagiques

Les cellules N2a ont été cultivées sur des lamelles en verre, dans des plaques a 6 puits avec une
densité cellulaire de 1,2 x 10° cellules / puits, et traitées avec les oxystérols 7KC (25 uM, 50
uM), 70-OHC (25 uM, 50 uM) et 7B-OHC (12.5 uM, 25 uM) et avec la Rapamycine (500 nM)
utilisée comme contréle positif et la Chloroquine (10 uM et 100 pM), qui est un inhibiteur
d’autophagie, utilisée comme contréle négatif. Les cellules sont pré-traitées par la Rapamycine
et la Chloroquine pendant 16-18 heures avant la fin du traitement. Aprés 72 h de traitement, les
lamelles contenant les cellules ont été lavées deux fois par un tampon d’essai 1X (Assay buffer
1X), puis un volume de 100 pL de kit d’autophagie (Réf : ab139484, Abcam) (Microscopy
Dual Detection Reageant Green + Hoechst 33342) a été ajouté permettant la détection des
vacuoles autophagiques par incubation de 30 minutes a 37°C a I’obscurité. Ensuite, les lamelles
ont été lavées par le tampon d’essai 1X, fixées avec du paraformaldéhyde (PFA) a 4% pendant
20 minutes a température ambiante et lavées trois fois par le tampon. Les échantillons ont été
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montés entre lame et lamelle avec un milieu de montage Dako (Dako, Copenhague, Denmark)
et conservées a I’obscurité a +4°C jusqu’a observation sous un microscope fluorescent couplé

a un systeme Apotome (Zeiss). La fluorescence a été analysée avec le logiciel ZEN (Zeiss).

4.5. Mesure du stress oxydant : mesure par cytométrie en flux des especes
réactives de I’oxygeéne (ERO) par le fluorochrome dihydroethidium (DHE)

Dihydroethidine (DHE) Erhidium fluorescent (HE)

Figure 37: Schéma d’oxydation de la Dihydroethidine (DHE) en Ethidium

Le dihydroéthidium (DHE) est un marqueur utilisé pour mesurer la surproduction des especes
réactives de I’oxygene (ERO) incluant les anions superoxydes (O2" ") provoquant des dommages
cellulaires (Figure 37). DHE est un composé lipophile non fluorescent capable de traverser
librement la membrane cellulaire. Lorsque le DHE réagit avec O" -, il subit une réaction
d’oxydation qui le transforme en éthidium (HE) qui va se fixer de fagon covalente au niveau
des bases de I’ADN permettant sa rétention dans la cellule et 1’émission d’une fluorescence
orange/rouge (AEm max = 575 nm) en réponse a une excitation bleue (488 nm) (Rothe & Valet,

1990).

A une concentration mere de 4 mM, ce fluorochrome a été préparé dans du DMSO. Le culot
cellulaire contenant les cellules mortes et vivantes a été suspendu dans une solution de DHE
finale de 2 uM et incubé 15 minutes a 37°C, puis immédiatement analysé sur un cytomeétre en
flux LSR 1II Digital (BD Biosciences). La fluorescence quantifiée de I’éthidium est collectée

par un filtre passe-bande 580 nm sur une échelle logarithmique ; 10 000 cellules sont analysees.
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5. Evaluation du statut mitochondrial

5.1.Mesure par cytométrie en flux du potentiel transmembranaire
mitochondrial (A¥m) par coloration au 3,3'-dihexyloxacarbocyanine
iodide (DiOCs(3))

>~
| 1

CoHq CeHis

Figure 38: Structure chimique du 3,3'-dihexyloxacarbocyanine iodide (DiOCs(3))

La mitochondrie, fournissant de I’ATP pour maintenir 1’énergie cellulaire, est un organite
présent a l'intérieur des cellules eucaryotes. Le potentiel mitochondrial est le résultat de
mouvement de protons transmembranaires créant un gradient électrochimique (AWm) de part
et d’autre de la membrane interne mitochondriale. La mesure du potentiel membranaire est
utilisée pour caractériser précocement 1’activité métabolique mitochondriale et la viabilité
cellulaire. Le DiOCe(3) (3,3'-dihexyloxacarbocyanine iodide) est un fluorochrome utilisé pour
¢évaluer le AWm par cytométrie en flux (Ragot et al., 2013) (Figure 38). Plus le A¥m est élevé
et plus la sonde s’accumule. Ainsi, les mitochondries présentant un AYm normal seront plus
fluorescentes que des mitochondries dépolarisées présentant un A¥m faible. Apres le traitement
par différentes substances et dans différentes conditions, les cellules mortes et vivantes sont
récupérées dans un tube, centrifugées 5 minutes a 400g, puis le culot est mis en suspension dans
1 mL de PBS 1X. Le fluorochrome (DiOCs(3)) est préparée initialement dans du DMSO a une
concentration de 1 mM. Par la suite, une solution intermédiaire de 20 uM a été faite afin
d’utiliser la concentration finale de 40 nM. Aprés 15 minutes d’incubation a 37°C, les cellules
sont ensuite analysées au cytometre en flux en prenant en compte 10 000 cellules. La
fluorescence verte, qui est quantifiée, est collectée par un filtre de bande passante 520 + 20 nm.
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5.2.Evaluation de la production des espéces réactives de 1’oxygéne au

niveau mitochondrial par coloration au MitoSOX Red
La mesure des espéces réactives de 1’oxygene (ERO), incluant les anions superoxydes (O2" ),
par cytométrie en flux apres coloration au MitoSOX Red, permet d’évaluer le stress oxydatif et
les perturbations métaboliques qui peuvent affecter la fonction mitochondriale (Kauffman et
al., 2016). Le MitoSOX Red est un marqueur fluorescent qui cible spécifiquement les
mitochondries et qui réagit avec les ERO et I’anion superoxyde pour produire une fluorescence

rouge / orange (Aex max= 510 nm ; Aem max = 580 nm) (Zarrouk et al., 2012).

Les cellules traitées ont été détachées par trypsination, lavées dans du PBS 1X, colorées par le
MitoSOX Red a une concentration finale de 5 uM et incubées pendant 15 minutes a 37°C. La
fluorescence a été collectée par cytométrie en flux sur un filtre de bande passante 580 + 20 nm
en prenant en compte 10 000 cellules sur une échelle logarithmique (Figure 39). Les données

ont été analysees avec le logiciel FlowJo.
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Figure 39: Schéma d’utilisation du MitoSOX Red pour la détection d’ERO mitochondriaux

par cytometrie en flux (Kauffman et al., 2016)
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6. Mesure du cycle cellulaire

L’analyse du cycle cellulaire par cytométrie en flux permet de détecter les phases du cycle. La
premiere phase, appelée Phase (G0/G1), comporte des cellules quiescentes (GO ; Gap0) qui sont
en dehors du cycle et des cellules (G1 ; Gapl) ou il y a synthése de protéines permettant la
division cellulaire. Ensuite, les cellules entrent dans la seconde phase (S ; Synthesis), qui est la
phase de synthése de I’ADN. Dans la troisiéme phase (G2 ; Gap2), les cellules sont prétes pour
la division cellulaire (M ; Mitosis). L’analyse du cycle cellulaire, par cytométrie en flux, permet
aussi de détecter des cellules caractérisées par une fragmentation et/ou condensation de leurs
noyaux (cellules contenant de I’ADN caractéris¢€ par une fragmentation internucléosomale) qui
se traduit par la présence éventuelle d’un pic SubGl. La proportion de cellules en SubGl,
lorsque ce dernier est présent, permet d’estimer le pourcentage de cellules apoptotiques (Figure
40).

Nombre de
cellules

+ GGt

2N aN

contonu en ADN
(échelle 'ndalre)

Figure 40: Schéma représentant le pic Sub-G1 par rapport aux autres phases du cycle
cellulaire (GO/G1, S et G2+M), analyse par cytométrie en flux (Lizard et al., 1997)

La répartition des cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire est mesurée en utilisant
une coloration de I’ADN par I’iodure de propidium (IP) suite a un traitement a la RNase A
(Sigma-Aldrich). L’IP s’intercale entre les acides nucléiques de maniére steechiométrique en

émettant une fluorescence orange / rouge.

Apres le détachement des cellules a 1’aide de la Trypsine 1X, les cellules mortes et vivantes ont
été récupérées dans un tube et un double ringage avec du PBS a éte effectué. Le culot a par la
suite été homogénéisé dans 1 mL d’éthanol 80% glacial (-20°C) afin de fixer les cellules. Les
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cellules sont fixées ainsi pendant 2 heures a 4°C. Ces cellules fixées sont ensuite réhydratées
par deux lavages en PBS 1X et resesupendues dans 300-400 pL de solution contenant PBS 1X
/1P 80 pug/mL / RNase A 200 pg/mL pendant une heure a 37°C. Aprés incubation, les cellules
sont analysées par cytometrie en flux et la fluorescence rouge est quantifiée avec un filtre long

pass 630 nm en prenant compte 10 000 cellules.

7. Analyse protéique par Western Blot

Le western blot ou « Immunobotting » est une technique tres utile en biologie moléculaire
permettant de quantifier et d’identifier une ou plusieurs protéines spécifiques en étudiant leurs
expressions, leurs interactions et leurs modifications dans un échantillon protéique apres leur
séparation par éléctrophorése. L’échantillon est séparé par éléctrophorése, transféré sur une
membrane, puis un anticorps va étre utilisé pour reconnaitre la protéine d’intérét. Les étapes de

cette méthode sont les suivantes :

7.1. Extraction et dosage des protéines
Les cellules N2a sont ensemencées a raison de 1,4 x 108 dans des boites de Pétri. Les protéines
sont extraites a partir de ces cellules suite aux différents traitements effectués. Pour cela, les
cellules mortes et vivantes sont collectées par trypsination, lavées deux fois avec du PBS 1X,
puis centrifugées pendant 5 minutes a 300 g. Le culot cellulaire (qui peut étre stocké a -20°C
avant la lyse) est suspendu par la suite dans 100 pL de tampon de lyse RIPA (50 mM Tris-HCI,
0.1% SDS, 150 mM NacCl, 0.5 % sodium déoxycholate, 2 mM EDTA, 1 % NP40, 50 mM NaF,
pH 8). La lyse des cellules est réalisée sur de la glace avec le tampon RIPA auquel est ajouté
un cocktail d’inhibiteurs de protéases (réf : 11691798001, Roche) pendant 30 minutes dans le
but de détruire les membranes et de dégager I’ensemble de contenu cellulaire notamment les
protéines. Les lysats sont ensuite centrifugés a 20 000 g pendant 15 minutes afin d’éliminer les
débris cellulaires non lysés. Le surnageant, qui contient les protéines, est récupéreé et peut étre
conserves a -20°C avant le dosage des protéines jusqu’au moment de son utilisation. Toutes ces

étapes sont réalisées dans la glace.

Afin de pouvoir déposer des quantités équivalentes de protéines pour chaque condition dans les
gels, la concentration des protéines totales a été dosée grace a un Kit bicinchonique (BCA)
(Sigma-Aldrich). Ce kit contient un compose coloré qui réagit avec les ions cuivrique Cu(l)
pour se transformer en ions cuivreux Cu (II) d’ou le virage de la couleur en bleu indiquant la
réaction de couplage formés entre ’acide bicinchonique et 1’ion cuivreux. Le dosage est

effectué dans une plaque a 96 puits avec 1 pL de chaque échantillon auxquels sont ajoutés 24
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puL d’eau distillée avec une distribution de 200 uLL dans chaque puit du mélange d’ions cuivreux
(50 :1) et BCA. Une gamme d’étalonnage est a partir d’une solution de BSA allant de 0 a 25
Kg de protéines par puits (le blanc étant remplacé par 1’eau). Aprés 30 minutes d’incubation a
37°C, I’absorbance est mesurée a 570 nm a I’aide d’un spectrophotomeétre (Tecan Sunrise,
Tecan, Lyon, France). A I’aide d’une courbe étalon réalisée avec de I’albumine bovine sérique,
la quantité de protéines totales dans les échantillons est déterminée. Cette absorbance est
proportionnelle & la concentration de protéines.

7.2. Préparation des échantillons
Les échantillons sont préparés de fagon a déposer le méme volume dans tous les puits ainsi que
la méme quantité de protéines. Les échantillons sont préparés avec du tampon de charge 4X
(pour 20 mL de tampon 4X : 8 mL de glycérol, 4 mL de B-mercaptoéthanol, 2 g de SDS, 5 mL
de Tris 1 M pH 6,8, quelques cristaux de bleu de bromophénol ; gsp 20 mL), un volume de
I’échantillon contenant les protéines (70 pg) et un volume d’eau ultrapure pour ajuster tous les

tubes au méme volume final. Les échantillons peuvent étre congelés a cette étape.

7.3. Electrophorése des protéines en conditions dénaturantes (SDS-PAGE)

L’électrophorése des protéines en conditions dénaturantes (“"Sodium Dodecyl Sulfate
Polyacrylamide Gel Electrophoresis" ou SDS-PAGE) est une technique utilisée pour séparer et
analyser les protéines en fonction de leurs poids moléculaire avec le systeme « Protein
Electrophoresis Classroom Lab Set 2 » (Biorad). Elle nécessite la dénaturation par la solution
tensioactive Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) pour produire des charges linéaires négatives sur
les protéines, ce qui les rend mobiles lorsqu’elles sont soumises & un champ électrique. Le gel
utilisé pour la séparation est généralement un gel d’acrylamide qui fournit une matrice pour la

migration des protéines.

La dénaturation compléte des extraits protéiques préparés se fait par la chaleur (95°C) pendant
5 minutes. Ces extraits protéiques sont déposés avec un marqueur de taille (Réf : 1610374,
Precision Plus Protein, Standards, BioRad) sur un gel d’acrylamide qui est constitué¢ d’un gel
de concentration de 4% et d’un gel de séparation de 8 ou 14% en acrylamide / bisacrylamide.
En fonction de la taille de la protéine d’intérét, le pourcentage en acrylamide du gel de
séparation peut varier (Tableau 3). Plus la protéine a un poids moléculaire élevé, plus le
pourcentage du gel sera faible. Ce gel de séparation est coulé entre deux plagues de verres de

1,5 mm avec I’ajout d’un petit volume d’isopropanol pour éliminer les bulles d’air et avoir une
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surface réguliere. Le gel de concentration qui est faiblement concentré en acrylamide est coulé

en dernier, ce qui permet aux protéines de migrer jusqu’au gel de séparation.

Tableau 3: Composition des différents gels d'acrylamide

Pour gel de Pour gel de Pour gel de Pour gel de
Solutions méres séparation 8 % séparation 12 % séparation 14 % séparation 4 %
(Vf=15mL) (Vf=15mL) (Vf=15mL) (Vf=15mL)
Eau ultrapure 8,15 mL 7,5mL 6 mL 7,7 mL
Tris Base 1,5 M,
SDS 0,4 %, pH 8,8 3,75mL 3,75mL 3,75 mL -
Tris Base 1,5 M,
SDS 0,4 %, pH 6,8 - - - 3mL
Acrylamide /
Bisacrylamide 40 3mL 3,75 mL 5,25 mL 1,2mL
%
Persulfate
d’ammonium 10 % 75 uL 75 uL 75 uL 100 pL
TEMED 18 pL 18 pL 18 pL 20uL

7.4. Migration des protéines

Les gels sont placés dans une cuve pour la migration, aprés avoir retirée le peigne du gel de
séparation, et sont recouverts par un tampon de migration (Tris base 25 mM, SDS 0,1 %, glycine
190 mM, pH entre 8,3 et 8,8). Les échantillons protéiques (70 pg) sont mélangés avec 5 pL de
tampon de charge (Tris-HCI 125 mM ; SDS 4,6 % ; glycérol 20 % ; pH 6,8 ; bleu de
Brompophénol 0,003 % ; B-mercaptoéthanol 10 %). Les échantillons sont déposés dans les
puits ; un marqueur de poids moléculaire (Precision Plus Protein™ Standards, BioRad) est aussi
déposé dans un puits. La migration dans le gel de concentration est appliquée sous un champ
électrique de 70 V pendant 30 minutes. Une tension de 110 V pendant une heure et demie est
appliquée pour la migration dans le gel de séparation (systeme Mini-Trans Blot Cell ; BioRad).

Les protéines chargées négativement migrent vers 1’anode (+) sous I’effet d’un champ
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électrique ce qui permet une séparation selon leurs poids moléculaire en tenant compte que la

migration doit étre arrétée avant que le front de migration ne sorte du gel.

7.5. Transfert des protéines

Apres la migration des protéines, celles-ci peuvent étre transférées sur une membrane de
nitrocellulose pour étre ensuite déetectées avec un anticorps spécifique. Cette membrane est
imbibée dans un tampon de transfert (Nitrocell membrane-0,45 uM, Fisher scientific). Pour
cela, le gel est pris en sandwich comprenant : un scotch britt, deux feuilles de papier Wattman
(Dominique Dutsher), le gel d’acrylamide, la membrane de nitrocellulose, deux feuilles de
papier Wattman et un scotch britt. Le gel est placé du c6té de la borne négative alors que la
membrane est située du coté positive. L’ensemble du sandwich est écrasé par un rouleau afin
d’éviter la présence des bulles dans le montage qui est ensuite placé dans une cuve de transfert
remplie de tampon de transfert (Tris base 50 mM, acide borique 50 mM). Le transfert est
effectué a 50V pendant 35 a 45 minutes en fonction de la taille de la protéine a détecter avec

refroidissement et sous agitation.

Lorsque le transfert est achevé, la membrane est incubée pendant une heure sous agitation dans
une solution de saturation (PBS 1X ; 0,1 % Tween-20) a laquelle 5 % de lait écrémé est ajoute.
L’incubation des anticorps primaires est faite a 4°C pendant une nuit, ensuite la membrane est
lavée 3 fois pendant 5 minutes par une solution de PBS-Tween 0,1 % et incubée pendant une
heure sous agitation avec 1’anticorps secondaire couplé a la peroxydase (Horse Radish
Peroxidase). Afin d’¢éliminer I’excés d’anticorps, 3 lavages successifs sont faits par la solution
de PBS-Tween 0,1 %. En derniére lieu, la membrane est révélée a 1’aide d’un kit
chimioluniscence (Réf: 34096, SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate
(Fisher Scientific)). Le signal est mesuré et digitalisé avec 1’appareil Chemidoc XRS+
(BioRad) ; I’analyse de la densitométrie des bandes obtenues est réalisée avec le logiciel Image
Lab (BioRad).

8. Mesure de I’activité antioxydante des huiles essentielles et des aza-stilbénes.
L’activité antioxydante des huiles essentielles et des aza-stilbénes ainsi que du resveratrol a été
déterminée en appliquant des tests complémentaires : DPPH, FRAP, chelation des ions ferreux,
KRL et PAOT (Ksila et al., 2022).
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8.1. Test de piégeage du radical libre 2,2-diphényl-1-picrylhdrazyl (DPPH.)
D’apres la méthode décrite par Ching-Yun Hsu (Hsu et al., 2013), le test de piégeage du radical
libre est effectué en utilisant le 2,2-diphényl-1-picrylhdrazyl (DPPH') qui est un radical libre
instable qui peut étre piegé par des antioxydants présents dans la substance testée ; ceci
provoque une réduction de ce radical par une substance donneuse de protons conduisant a la

formation de 2,2-diphényl-1-picrylhdrazyl (DPPH-H) d’ou le virage de la couleur violette a un
brun jaunatre (Figure 41).

NO, NO,
' H
O:N N—N + A-H——> O,N N—N + A"
NO, NO,
VIOLET JAUNE

DPPHe + AH — DPPH-H + A
(violet) (jaunatre)

Figure 41: Structure chimique du radical synthétique radicalaire DPPH et du DPPH-H (non
radicalaire)
Pour la mesure de I’activité, une prise de 50 pL ml de chaque extrait méthanolique ou du
standard (acide ascorbique) a différentes concentrations (de 0,016 mg / mL jusqu’a 2 mg/ mL)
est mise en présence de 950 pL d’une solution de DPPH: (10 M). Le mélange est placé pendant
30 minutes a I’obscurité pour réagir et 1’absorbance est mesurée a 517 nm. Les résultats sont
exprimés en pourcentage d’inhibition, calculés suite a la diminution de I’intensité de la

coloration du mélange, selon la formule suivante :

Pl = (Ao— A1/ Ao) *100
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Avec

Pl : Pourcentage d’Inhibition.

Ao : Absorbance de la solution de DPPH.

A1 : Absorbance de 1’essai ou du standard.

L’étude de la variation de 1’activité antiradicalaire en fonction de la concentration des essais
permet de déterminer la concentration qui correspond a 50% d’inhibition (ICso). Une valeur

d’1Csp faible, exprimée en mg / mL, correspond a une grande efficacité de 1’extrait.

8.2. Test d’évaluation de ’activité réductrice d’antioxydants contre les ions de fer :

FRAP (Ferric Reducing-Antioxydant Power)

L’activité réductrice d’antioxydants contre les ions de fer est réalisée suivant la méthode décrite
par Bassene (Bassene, 2012). Le pouvoir antioxydant réducteur ferrique (FRAP) est basé sur

la réduction de Fe3* (ions ferriques), présents dans hexacyanoferrate de potassium (KsFe(CN)g),

Blanc  p—
S

Figure 42: Principe de la technique FRAP (Ferric Reducing-Antioxydant Power)

en Fe?* (ions ferreux) (Figure 42).

®
w

Echantillon +
Antioxydant

A faible pH, en présence de 2,4,6-Tris(2-pyridyl) -s-triazine (TPTZ, Sigma Aldrich, France), le
complexe ferrique-tripyridyltriazine (Fe**-TPTZ) est réduit en ferreux (Fe?*-TPTZ) avec la
formation d'une couleur bleue intense avec un maximum d'absorption a 593 nm. Briévement,
2,3 mL de réactif FRAP (contient 100 mL de tampon acétate 0,3 M, pH 3,6 ; 20 mL de solution
de 10 mM de TPTZ dans 40 mM de tampon acétate). TPTZ dans 40 mM HCI ; et 20 mL de 20
mM FeCl3) ont éte mélangés avec 0,7 mL du produit (resvératrol ou aza-stilbéne 1-VII) a
différentes concentrations. Le mélange a ¢té ensuite incubé a 37 -C pendant 30 minutes dans

I'obscurité. L'absorbance a été mesurée a 593 nm par rapport a un blanc contenant tous les
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réactifs, sauf [I'échantillon, a l'aide d'un spectrophotometre (Safas Xenus, Monaco).
L'augmentation de l'absorbance du mélange réactionnel indique une augmentation de la
capacite de reduction. Les résultats des échantillons ont été exprimés en puMol de Fe2+ réduit
par mM de resvératrol et d'aza-stilbenes a partir d'une courbe de calibration standard de FeSO4-
7H20.

L’activité antioxydante liée au pouvoir réducteur des extraits est exprimée en pourcentage de

pouvoir réducteur selon la formule suivante :

Pouvoir réducteur de fer (%) = (Ao— A1/ Ao) *100

Avec

Ao : Absorbance de 1’extrait ou du standard.

A1 : Absorbance du blanc

8.3. Test KRL (Kit Radicaux Libres)

Le test KRL (Kit Radicaux Libres) a été utilisé pour évaluer I'activité antioxydante globale des
huiles par leur capacité a protéger les érythrocytes contre une attaque contrdlée de radicaux
libres a des concentrations variables de AAPH (Zhang et al., 2012) (Figure 43). Cette attaque
radicalaire provoque la mobilisation des capteurs de radicaux présents dans le sang et la

neutralisation des processus d’oxydation ((Rossi et al., 2013; Zarrouk et al., 2019)).
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Principe du Test biologique KRL
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Figure 43: Principe du test KRL (Kit Radicaux Libres ; Société Lara-Spiral, Couternon, France)

Des échantillons de sang de contréle dilués dans du DMSO ont été exposés a des radicaux libres
organiques générés a 37°C par la décomposition thermique d'une solution de 2,2-azobis (2-
amidinopropane) dihydrochloride (AAPH) conduisant & une oxydation par [’oxygene
moléculaire. Afin d'enregistrer I'hémolyse, I’augmentation de densité optique due a
I’hémoglobine a été mesurée a 540-560 nm a l'aide d'un lecteur de microplaques a 96 puits

(KRL Reader, Kirial International ; Couternon, France).

La résistance globale du sang témoin a 1‘attaque radicalaire en absence et en présence d’AAPH
est exprimée par le temps au cours duquel 50% des cellules sanguines sont lysées (TY2 en
minute) alors que l'activité antioxydante des échantillons d'huile testés a été exprimée en

équivalents Trolox et en équivalents d'acide gallique.

Cette technique a été réalisée par le laboratoire Lara-Spiral (Dr Philippe Durand / Dr Michel

Prost, Couternon, France).
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8.4. PAOT (Pouvoir Antioxydant Total)

Le pouvoir antioxydant total du RSV et des AZA-STs a également été déterminé par PAOT
Liquid® Technology (brevet FR1871986 ; 11.28.2018 ;
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/066776410/publication/US2022031230
Al1?0=FR1871986 ; consulté le 10 avril 2023). Cette méthode est basée sur une réaction

électrochimique avec une molécule a I'état de radical libre (médiateur M"), selon I'équation (1)

(Kotora et al., 2016).
Médiateur oxydé M™ + AOX — Médiateur réduit M + AOX oxydé (1)

L'analyse commence par la mesure du potentiel électrochimique (contréle EP t0) du milieu
réactionnel (1 mL), puis 20 pL d'échantillon sont ajoutés. Le produit du potentiel (produit EP

t4) a été enregistré apres 4 min d'interaction entre I'échantillon qui contient des antioxydants et

le médiateur réduit M.

Le rapport de variation des formes oxydées et réduites du médiateur M™ pendant la réaction de

réduction donne une estimation de l'activité antioxydante dans I'échantillon en utilisant

I'équation (2).
Activité antioxydante = X 100%o (2)

Les résultats ont été¢ exprimés en score PAOT par litre (PAOT score / L) de 1’échantillon

analysé.

9. Analyse du profil des acides gras

Les lipides totaux ont été extraits a partir des huiles selon la méthode décrite par Moilanen &
Nikkari (Moilanen & Nikkari, 1981). Les lipides sont trans-méthylés avec du méthanol-
trifluorure de bore (BF3 a 14 %) en utilisant la méthode de Morrison & Smith (Morrison &
Smith, 1964). Ensuite, les esters méthyliques d'acides gras sont analysés par CPG. 1 uL de
chaque échantillon est injecté dans le systtme de CPG (Hewlett Packard Modele 5890, Palo
Alto, CA, USA) équipé d'un détecteur a ionisation de flamme et d'une colonne CP-88 SIL (100
mx 0,25 mm de diamétre interne, I’épaisseur du film de 0,20 mm, Varian, Les Ulis, France). La
température du four est maintenue a 60°C pendant 5 min, augmentée jusqu’a 165°C a raison de

15°C/min, maintenue pendant 1 min a cette température, puis chauffée a 225°C a raison de
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2°C/min et enfin maintenue a 225°C pendant 17 min. L’hydrogeéne est utilis¢ comme gaz
vecteur. L'injecteur et le détecteur sont maintenus a 250°C. Le pourcentage de chaque acide
gras est exprimé en rapportant I’aire de chaque pic d’acide gras a la somme des aires de tous

les pics d’acides gras détectés.

10. Analyse des phytostérols
L’analyse des phytostérols est basée sur un isolement de la fraction insaponifiable puis une
silylation de la fraction insaponifiable avant une injection directe en chromatographie en phase

gazeuse.
10.1. Isolement de la fraction insaponifiable

Le principe de cette technique repose sur la saponification d’une prise d’essai de 50 mg d’huile
par 5 mL d’une solution d’hydroxyde de potassium méthanolique (1 N), et 25 uL de cholestanol
utilis¢é comme standard interne (I mg/mL). Le mélange est incubé a température ambiante
pendant une nuit. Apres I’ajout de 10 mL d’eau distillée et 10 mL de dichlorométhane, le
mélange est agité vigoureusement et centrifugé a 1120 g pendant 3 min. La fraction organique
est transférée dans un deuxieme flacon. La matiére insaponifiable est extraite deux fois avec du
dichlorométhane (10 mL). Les extraits de dichlorométhane sont lavés avec 5 mL d'eau distillée

jusqu'a neutralité. Le solvant est ensuite évaporé sous flux d’azote a 40°C.
10.2. Silylation de la fraction insaponifiable

Les dérivés de stérol ont été préparés selon Park & Addis (Park & Addis, 1985). Le résidu a
ét¢ mélangé avec 300 pL de bis-triméthylsilyltrifluoroacétamide (BSTFA) (avec 1 %
trimethylchlorosilane) (TMCS) et 50 uL de pyridine. Le mélange est chauffé a 60°C pendant

30 min apres élimination du dichlorométhane,
10.3. Identification des stérols

L’analyse des stérols est réalisée par chromatographie en phase gazeuse couplée a un détecteur
a ionisation de flamme. Le systéeme de CPG utilisé est un Hewlett-Packard HP-4890D équipé
d'un DB-5MS, fusionné a une colonne capillaire de silice (30 m x 0,25 mm d'épaisseur de film
de 0,25 um). Les températures de l'injecteur et du détecteur sont a 290°C. L'hélium est utilis¢
comme gaz porteur a une pression d'entrée de 120 kPa. L’injection se fait en mode avec division
avec un rapport de 1/20. Les stérols sont identifiés par leurs temps de rétention par rapport a

I’étalon interne (cholestanol). Ces analyses ont été réalisées sur la plateforme lipidomique
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(Lipidomic Analytical Platform, Universit¢ de Bourgogne-CHU Dijon- INSERM,

Responsable: Dr Jean-Paul Pais de Barros, Dijon, France).

11. Analyse des tocophérols

L’analyse des tocophérols a été réalisée sur la plateforme d'analyse lipidomique (Lipidomic
Analytical Platform, Université de Bourgogne-CHU Dijon- INSERM). Les échantillons d'huile
sont dilués 10 fois avec de 1'hexane. Une quantité de 5 mg de chaque échantillon dilué est
mélangée pendant 1 min avec 200 pL de solution saline, 200 pL d'éthanol/BHT (50 mg/L)
contenant du Tocol utilis¢ comme standard interne (1 ng/pL) et 500 pL d'hexane. Les extraits
sont centrifugés a 10000 g pendant 5 min a 4°C. La couche supérieure est recueillie dans un
nouveau tube et évaporée a sec sous un flux d'azote. Les extraits séchés sont mis en suspension
avec 50 pL de méthanol/BHT (50 mg/L) et centrifugés a 10000 g pendant 5 min a 4°C. Les
surnageants sont finalement transférés dans un flacon d'injection. 2 uLL de chaque extrait sont
injectées par un passeur automatique. La séparation est effectuée par HPLC 1260 (Agilent
Technologies) en utilisant un gradient linéaire de méthanol (90 % jusqu'a 100 % en 5 min, et
maintenu a 100 % pendant 3 min). La détection est réalisée avec un détecteur de lumicre a
fluorescence (Agilent Technologies) a Apx max 292 nm et Agm max 325 nm. Les étalons des
tocophérols (0-800 ng) sont extraits avec le méme protocole que les échantillons. Les rapports
de surface de tocophérols (Temps de rétention (RT) = 5,4 min) au tocol (RT = 4,0 min) sont

calculés pour les échantillons et les standards de calibrage.

12. Dosage des oxystérols cellulaires par chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse

12.1. Saponification des acides gras

Les acides gras sont présents en quantités importantes dans le plasma. La phase pré-analytique

fait intervenir une étape de saponification, d’extraction et de dérivation (Annexe 1).

12.2. Extraction et dérivation des oxystérols plasmatiques
Une saponification initiale permet d’obtenir les oxystérols totaux qui sont ensuite extraits et
dérivatisés. Cette étape sert a rendre les échantillons plus volatiles, moins polaires et plus stables
thermiquement afin qu’ils soient analysés par chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (CPG-MS). L’extrait sec est repris avec 100 uL. d’un mélange N, O-
Bis-triméthylsilyl-trifluoroacétamide (BSTFA) / chlorure triméthylsilyle (TMCS) (4v/1v)

préparé extemporanément et incubé a 80°C pendant une heure. Les échantillons sont évaporés
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sous flux d’azote et repris dans 100 pL d’hexane puis transférés dans des tubes en verre afin

d’étre injectés dans le chromatographe (Annexe 2).

12.3. Analyse des oxystérols par chromatographie en phase gazeuse couplée

a la spectrométrie de masse

La chromatographie en phase gazeuse sert a séparer les composés d’un échantillon, tandis que
la spectrométrie de masse consiste en plus a identifier chimiquement les composeés selon leur
rapport masse / charge (m/z). Cette technique est effectuée grace a un appareil Agilent
Technology 6890 équipé d’un détecteur sélectif de masse 5973 (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA) et d’un injecteur HP7683. Les analyses de GC-MS ont été faites sur la
plateforme de Lipidomique (Lipidomic Analytical Plateform, Université de Bourgogne — CHU
Dijon — INSERM, Responsable : Dr Jean-Paul Pais de Barros, Dijon, France).

12.4. Caractérisation des constituants des huiles essentielles
Les analyses GC-MS ont été réalisées sur un appareil GC Shimadzu, modele GC-MS
QP2010SE équipé d’un analyseur quadripdle d’une source ESI (Electro-Spay lonisation), d’un
injecteur automatique passeur d’échantillons AOC-20i, d’un injecteur en mode split programmé
a 240°C et d’une colonne capillaire DB-5MS (dimensions : 30 m (longueur) x 0,25 mm
(diametre interne)) Agilent Technologies (Réf. 122-5532Ul, n° lot USR720566H). L’hélium
est utilise comme gaz vecteur, la vitesse linéaire est fixée a 36,8 cm/sec. La température de la
source est réglée a 220°C et la température de I’interface a 240°C. L’acquisition des données,
le contrdle et le pilotage des instruments sont effectués a 1’aide du logiciel LabSolutions GC
version 4.45. Les parameétres du gradient sont les suivants : la température du four est
programmeée a 50°C pendant 5 min, puis a raison 3°C/min jusqu’a 240°C. La durée de I’analyse
est de 68,33 min. L’identification des composés est réalisée par comparaison des spectres de
masse obtenus avec ceux de la banque de données NIST (National Institute of Standards and

Technology).

13. Analyses statistiques

L’analyse statistique des résultats expérimentaux a été réalisée a 1’aide du logiciel GraphPad
Prism 8.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). La comparaison des donnees des
résultats in vitro a été effectuée avec un test ANOVA suivi d’un test de Bonferroni permettant
de multiples comparaisons et d’évaluer toutes interactions. Une valeur (*): p < 0.05 est

considérée statistiquement significative.
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Résultats

I. Caracteérisation des activités des AZA-STs comparativement au trans-resvératrol
(RSV)
Ce travail a actuellement fait I’objet de 3 publications : 2 publications relatives aux travaux de

recherche et 1 revue (Annexe 6, Publications 1,2 et 3).

1. Effet des AZA-STs et du trans-resvératrol (RSV) sur la morphologie cellulaire
(microscopie a contraste de phase)

Aprés 48h de traitement en présence ou en absence d’AZA-STs ou avec du RSV (6,25 uM,

12,5 uM et 25 uM), la densite et la morphologie cellulaire des cellules neuronales murines N2a

ont été abordées a I’aide d’un microscope a contraste de phase (Axiovert 40 CFL, Zeiss, Jena,

Allemagne) équipé d’un appareil photo numérique (Axiocam ICm1, Zeiss).

Seules les images des cellules traitées avec les molécules (RSV, AZA-ST 1b et AZA-ST 1d a
25 uM) ayant la plus forte toxicité sont montrées dans la Figure 44.

En microscopie a contraste de phase, comparativement au contrdle et aux véhicules, les cellules
N2a, cultivées pendant 24h et traitées pendant 48h par les différentes molécules a différentes
concentrations (6,25 uM, 12,5 uM et 25 uM), présentent une augmentation des cellules mortes,
qui sont des cellules rondes et flottantes et une diminution des cellules vivantes qui sont
adhérentes. Ces critéres morphologiques ont été observés en particulier avec des cellules
traitées par RSV, AZA-ST 1b et AZA-ST 1d (25 pM) montrant des effets cytotoxiques plus
élevés par rapport aux autres analogues imines du RSV.
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Contréle DMSO (0,05%) EtOH (0,06%)

RSV (25 uM) AZA-ST 1b (25 uM) AZA-ST 1d (25 uM)

Figure 44: Analyse morphologique des cellules neuronales murines N2a par microscopie a
contraste de phase. Les cellules neuronales murines N2a ont été cultivées pendant 24h et
incubées pendant 48h avec ou sans RSV et ses dérivés (6,25 UM, 12,5 uM et 25 uM). Les
observations ont été effectuées par microscopie a contraste de phase. Les cellules mortes sont
caractérisées par un aspect rond et flottant, tandis que les cellules vivantes restent adhérentes

(Grossissement : x 150).

2. Evaluation de la toxicité des AZA-STs et du trans-resvératrol sur les cellules N2a
Plusieurs analyses ont été effectuées dans une gamme de concentration de 1,5 uM & 100 pM
afin de déterminer les effets cytotoxiques des AZA-STs comparativement au RSV qui est connu
par ses activités différenciatrices sur les cellules N2a a de faibles concentrations (6,25 UM et
12,5 uM, 48h) (Namsi et al., 2018), et par son potentiel & induire la mort cellulaire avec des
concentrations supérieures a 12,5 uM (Yammine, et al., 2020).

Dans notre étude, trois tests complémentaires ont été réalisées pour évaluer les activités

cytotoxiques des AZA-STs en comparaison par rapport au RSV.

2.1.Effet des AZA-STs et du trans-resvératrol sur la viabilité cellulaire par mesure de
Pactivité estérase (test FDA)

Les activités des AZA-STs, comparativement au RSV, sur la viabilité cellulaire ont été

quantifiées par coloration a la fluorescéine diacétate (FDA) en mesurant I’activité estérase sur
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des cellules N2a cultivées pendant 24h et traitées pendant 48h avec les différents AZA-STs (1a-
1g) et le RSV.

Les résultats montrent que la diminution de la viabilité cellulaire, sous traitement au trans-
resvératrol et aux aza-stilbénes, est associée a une réduction du pourcentage des cellules FDA
positives correspondant aux cellules vivantes, ce qui indique une perte et une diminution
concentration-dépendante de 1’activité estérase. En se basant sur les IC50 (concentration
inhibitrice 50%) déterminées par le test FDA, les effets cytotoxiques des différentes molécules
testées étaient dans 1’ordre suivant : AZA-ST 1d (IC50 =~ 6,25 uM) > RSV (6,25 uM < IC 50 <
12,5 uM) > AZA-ST 1e (6,25 pM < IC50 < 12,5 pM) > AZA-ST 1g (IC50 = 12,5 pM) > AZA-
ST 1 (IC50 = 12,5 uM) > AZA-ST la (IC50 = 12,5 pM) > AZA-ST 1b (12,5 uM < IC50 < 25
uM) > AZA-ST 1c (12,5 uM < IC50 < 25 uM) (Figure 45).
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Figure 45: Effets du trans-resvératrol et des AZA-STs (1a-1g) sur la viabilité cellulaire.

Evaluation par le test FDA des effets du RSV et de I'AZA-ST 1a a 1g sur la viabilité cellulaire.
Les cellules N2a ont éteé incubées pendant 48 h avec ou sans RSV ou AZA ST l1a a 1g dans une
gamme de concentrations de 1,5 a 100 uM. La ligne pointillée rouge indique la valeur de la
concentration (ou la gamme de concentrations) réduisant viabilité cellulaire de 50 % (IC50).
Les résultats présentés sont la moyenne SD (n=6) de deux expériences indépendantes réalisées
en triplicat. Une analyse comparative multiple a éte réalisée a I'aide d'un test ANOVA suivi
d'un test de t-Student. Une valeur p<0,05, considérée statistiquement significative, est indiquée

par une étoile (*) comparativement aux cellules non traitées (Controle).

2.2.Effet des AZA-STs et du trans-resvératrol sur I’adhésion cellulaire (test
Sulforhodamine 101)

La cytotoxicité du RSV et des AZA-STs a été également évaluée par le test de coloration a la
Sulforhodamine 101 (SR 101) qui donne des informations sur la densité cellulaire, ce qui refléte

I’adhésion et la croissance des cellules.

La diminution de la fluorescence constatée par le dosage SR 101 explique la baisse de la densité
cellulaire, induite par le RSV et les sept AZA-STs utilises, associée a une perte significative
d’adhésion cellulaire, ce qui provoque une augmentation ces cellules mortes (cellules flottantes)
dans le milieu de culture ; aucune différence n’a été remarquée entre les cellules non traitées
(contréle) et les cellules traitées par les véhicules (EtOH 0,2% pour RSV et DMSO 0,2% pour
les AZA-STs). En effet, la cytotoxicité du trans-resvératrol et des aza-stilbenes était dans I’ordre
suivant : AZA-ST 1g (IC50 = 6,25 uM) > RSV (IC50 ~ 12,5 pM) > AZA-ST 1b (IC50 ~ 12,5
UM) > AZA-ST 1d (IC50 = 25 uM) > AZA-ST 1c (IC50 = 25 uM) > AZA-ST le (25 uM <
IC50 < 50 uM) > AZA-ST 1f (25 uM < IC50 < 50 pM) > AZA-ST 1a (25 uM < IC50 < 50
pUM) (Figure 46).
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Figure 46: Effets du trans-resvératrol et des AZA-STs (1a-1g) sur I’adhésion cellulaire.
Evaluation par un test Sulforhodamine (SR 101) des effets du RSV et de I'AZA-ST 1a a 1g sur

|’adhésion cellulaire. Les cellules N2a ont été incubées pendant 48 h avec ou sans RSV ou AZA-
ST la a 1g dans une gamme de concentrations allant de 1,5 a 100 uM. La ligne pointillée rouge
indique la valeur de la concentration (ou la gamme de concentrations) réduisant viabilité
cellulaire de 50 % (IC50). Les résultats présentés sont la moyenne SD (n=6) de deux
expériences indépendantes réalisé en triplicat. Une analyse comparative multiple a été réalisée
a l'aide d'un test ANOVA suivi d'un test de t-Student. Une valeur p<0.05, considérée
significative statistiquement, est indiquée par une étoile (*) comparativement aux cellules non

traitées (Controle).

2.3.Effet des AZA-STs et du trans-resvératrol sur la confluence cellulaire (test Crystal
Violet)

L’impact du RSV et de ses dérivés AZA-STs (1a-1g) sur la croissance cellulaire a été examiné
par une gamme de différentes concentrations (1,5, 3,125, 6,25, 12,5, 25, 50 et 100 uM) en
réalisant le dosage du Crystal violet permettant de quantifier les cellules adhérentes. Les IC 50
calculées contribuent a obtenir les valeurs suivantes : AZA-ST 1c (IC50 = 11,30 uM £ 0,57) >
AZA-ST 1d (IC50 ~ 11,48 pM + 0,57) > AZA-ST 1g (IC50 ~ 11,75 pM # 0,58) > AZA-ST 1e
(IC50= 12,43 uM + 0,62) > AZA-ST 1f (IC50 ~ 13,95 uM + 0,69) > RSV (IC50 = 14,95 uM
+0,74) > AZA-ST 1b (IC50 = 19,49 uM £ 0,97) > AZA-ST 1a (IC50 = 25 uM = 1,25). D’aprés
ce test, la diminution concentration-dépendante de 1’adhésion cellulaire se refléte avec des IC50
comprises entre 6,25 uM, 12,5 pM et 25 uM) (Figure 47).
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Figure 47: Effets du trans-resvératrol et des AZA-STs (1a-1g) sur la confluence cellulaire.

Evaluation par le test Crystal Violet des effets du RSV et des AZA-ST 1a a 1g sur la confluence
cellulaire. Les cellules N2a ont été incubées pendant 48 h avec ou sans RSV ou AZA- ST la a
lg dans une gamme de concentrations de 1,5 a 100 uM. La ligne pointillée rouge indique la
valeur de la concentration (ou la gamme de concentrations) réduisant viabilité cellulaire de 50
% (IC50). Les résultats présentés sont la moyenne SD (n=6) de deux expériences indépendantes
réalisé en triplicat. Une analyse comparative multiple a été réalisée a I'aide d'un test ANOVA
suivi d'un test de t-Student. Une valeur p<0.05, considérée significative statistiquement, est

indiquée par une étoile (*) comparativement aux cellules non traitées (Controle).

Les résultats obtenus des trois tests complémentaires (FDA, SR101 et Crystal Violet),
permettant d’évaluer les activités cytotoxiques des aza-stilbénes comparativement au trans-

resvératrol et de déterminer leurs IC50, sont résumés dans le Tableau 4.

Tableau 4: Valeurs des IC50 des AZA-STs (1a-1g) et du RSV obtenues avec le test FDA
(viabilité cellulaire et mesure de I'activité estérase), par le test SR101 (adhésion cellulaire) et

par le test Crystal violet (confluence cellulaire)

Formule Masse IC50 (uM) IC50 (UM) IC50 (uUM)
chimique molaire (FDA) (SR101) (Crystal
(g/mol) Violet)
RSV C14H1203 228,24 6,25<1C50< 12,5 ~ 12,50 ~14,95+0,74
AZA-ST la C13HuNO; 213,228 12,5 25<1C50<50 ~25+1,25
AZA-ST 1b C13HuNO; 213,228 125<1C50< 25 12,5 ~19,49 £ 0,97
AZA-ST 1c C13HuNO; 213,228 125<1C50< 25 25 ~ 11,30 £ 0,57
AZA-ST 1d C13H11NO> 229,228 6,25 25 ~ 11,48 £ 0,57
AZA-ST le C13H10NOBTr 227,254 6,25<1C50<125 25<IC50<50 ~12,43 £ 0,62
AZA-ST 1f C13H10NOBr 276,11 12,5 25<1C50 <50 ~ 13,95+ 0,69
AZA-ST 1g C13H10NOBr 276,11 ~12,5 6,25 ~11,75+0,58
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3. Effet des AZA-STs et du trans-resvératrol sur la perméabilité de la membrane
plasmique : évaluation par coloration a I’iodure de propidium
La toxicité provoqueée par les différentes molécules étudiées a été associée a une augmentation
de la perméabilité de la membrane plasmique considérée comme un critere de mort cellulaire
(Yehetal., 1981). Cette mort cellulaire induite par le RSV et les AZA-STs (1a-1g) est associée
a une altération de la membrane plasmique (Lizard et al., 1995). L’intégrité membranaire a été
déterminée avec 1’iodure de propidium (IP) qui est un fluorochrome qui ne s’intercale
irréversiblement au niveau des acides nucléiques (ADN, ARN) que dans les cellules ayant des

membranes plasmiques endommagées considérees comme des cellules mortes.

Apres 24h de culture, les cellules N2a ont été traitées par le RSV et les différents AZA-STs
avec des concentrations de I’ordre de 6,25, 12,5 et 25 uM pendant 48h. Les résultats obtenus

sont résumes dans la Figure 48.

L’analyse de la fluorescence émise par I’IP a été effectuée par cytométrie en flux indiquant que
la perméabilité membranaire augmente avec les concentrations du traitement, ainsi que le
pourcentage des cellules IP-positives (cellules dont la membrane plasmique est altérée) traitées
par le RSV est supérieur a celui des cellules traitées par les AZA-STs. Aucune différence

significative n’a été révélée entre les cellules non traitées (contrdle) et les véhicules utilisés.
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Figure 48: Effets du trans-resveratrol et des AZA-STs (1la-1g) sur la perméabilité de la

membrane plasmique.
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Evaluation par cytométrie en flux des effets des AZA-STs 1a—g et du RSV sur les dommages de
la membrane plasmique et la viabilité cellulaire par coloration a I'iodure de propidium (IP).
Les cellules N2a ont été incubées pendant 48 h avec ou sans AZA-ST 1la—g ou resveratrol (trans
resveratrol) a des concentrations encadrant les IC50 (6,25, 12,5 et 25 puM). Les données sont
la moyenne * SD de trois expériences indépendantes réalisées en triplicat. La comparaison des
données a été effectuée avec un test ANOVA suivi d'un test de Bonferroni. (*) : p < 0,05 a été
considérée comme statistiguement significative. Véhicules (Ethanol (EtOH) pour RSV ; DMSO
pour AZA-ST) (Ksila et al., 2022) : EtOH (0,05 %) et DMSO (0,05 %). Seules les concentrations

les plus élevees de véhicules ont été analysées.

4. Effet des AZA-STs et du trans-resveratrol sur le potentiel transmembranaire
mitochondrial : évaluation par coloration au DiOCs(3)

Le potentiel transmembranaire mitochondrial (A¥m) est la différence du potentiel électrique a

travers la membrane interne mitochondriale. Cette différence est générée par le pompage des

protons au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale produisant un gradient chimique

(ApH) et un gradient électrochimique négatif (A¥m). Ce dernier est crucial pour le maintien de

la fonction de la mitochondrie, principalement la production d’ATP, et pour le controle et la

régulation de la perméabilité membranaire mitochondriale.

Afin de caractériser la perturbation de I’activité métabolique mitochondriale, il est donc
primordial de mesurer le potentiel transmembranaire mitochondrial par le DiOCs(3) qui est un
fluorochrome qui s’accumule au niveau de la mitochondrie en fonction du potentiel. Cette
accumulation du DiOCe(3) est dépendante de la valeur du potentiel transmembranaire (A¥m) ;

c’est-a-dire, la diminution de la fluorescence de ce fluorochrome refléte la diminution du A¥Ym.

Apreés avoir traité les cellules N2a pendant 48h par les AZA-STs et le RSV avec une gamme de
concentrations de 1,5 uM a 100 uM, on constate que le RSV et ses analogues déclenchent des
dysfonctionnements mitochondriaux de maniére concentration-dépendante associée a une perte
plus ou moins prononcée du A¥m avec les différents AZA-STs a partir d’une concentration de
I’ordre de 12,5 uUM. Les cellules non traitées (contrdle) et les cellules traitées par les différents
véhicules (EtOH 0,2 %, DMSO 0,2 %) ne présentent aucune différence significative du
pourcentage des cellules DiOCeg(3) négatives (cellules ayant des mitochondries dépolarisées)
(Figure 49).
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Figure 49: Effets du trans-resvératrol et des AZA-STs (la-1g) sur le potentiel
transmembranaire mitochondrial (AWm). Evaluation par cytométrie en flux des effets des AZA-
STs la—g et du RSV sur le potentiel transmembranaire (4¥m) par coloration au DiOCs(3). Les
cellules N2a ont été incubées pendant 48 h avec ou sans AZA-ST la—g ou resvératrol (trans
resveratrol) a des concentrations dans la plage des 1C50 (6,25, 12,5 et 25 uM). Les données
sont la moyenne £ SD de trois expériences indépendantes réalisées en triplicat. La comparaison
des données a été effectuée avec un test ANOVA suivi d'un test de Bonferroni. (*) : p <0,05 a
été considérée comme statistiquement significative. Véhicules (Ethanol (EtOH) pour RSV ;
DMSO pour AZA-ST) (Ksila et al., 2022) : EtOH (0,05 %) et DMSO (0,05 %). Seules les

concentrations les plus élevées de véhicules ont été analysées.

5. Effet des AZA-STs et du trans-resvératrol sur la production d’espéces réactives
d’oxygeéne (ERO) : évaluation par coloration au dihydroéthidium

La coloration au dihydroéthidium (DHE) a été utilisée pour la mesure de la production

d’espéces réactives d’oxygénes (ERO), en particulier les anions superoxydes (O2° ), sur les

cellules N2a.

Il est bien établi que le stress oxydatif peut étre associé a la mort cellulaire et peut également
induire des dommages cellulaires dans certaines molécules (lipides, protéines et ADN) (Nury,
et al., 2021). Par conséquent, la capacité des AZA-STs la—g et du RSV a déclencher une
surproduction d’ERO sur des cellules entiéres au niveau mitochondrial a été évaluee sur des
cellules N2a. A trois concentrations encadrant les 1C50 (6,25, 12,5 et 25 pM), une surproduction
d’ERO a été détectée sur ces cellules traitées par les différents AZA-STs la—g et RSV pendant

48h. Les résultats obtenus sont présentés dans la Figure 50.

L’analyse par cytométrie en flux de la fluorescence émise par le DHE a révélé que les
pourcentages les plus élevés de cellules affectées par la surproduction d’ERO, identifiées par
coloration au dihydroéthidium (cellules DHE positives), ont été observés dans I'ordre suivant :
RSV > AZA-ST 1b > AZA-ST 1d > AZA-ST la—e > AZA-ST 1f-g > AZA-ST 1c. Aucune
différence significative n’a été observée entre les cellules non traitées (contrdle) et les différents

véhicules.
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Figure 50: Effets du trans-resvératrol et des AZA-STs (la-1g) sur la production d'espéces
réactives de I'oxygéne (ERO). Evaluation par cytométrie en flux des effets des AZA-STs la—g
et du RSV sur la production d’ERO par coloration au dihydroéthidium (DHE). Les cellules N2a
ont été incubées pendant 48 h avec ou sans AZA-ST la—g ou resvératrol (trans resvératrol) a
des concentrations dans la plage des IC50 (6,25, 12,5 et 25 uM). Les données sont la moyenne
+ SD de trois expériences indépendantes réalisees en triplicat. La comparaison des données a
été effectuee avec un test ANOVA suivi d'un test de Bonferroni. (*) : p < 0,05 a été considérée
comme statistiqguement significative. Véhicules (Ethanol (EtOH) pour RSV ; DMSO pour AZA-
ST) (Ksila et al., 2022) : EtOH (0,05 %) et DMSO (0,05 %). Seules les concentrations les plus

élevées de véhicules ont été analysées.

6. Effet des AZA-STs et du trans-resvératrol sur la production d’espéces réactives
d’oxygene (ERO) au niveau mitochondrial : évaluation par coloration au MitoSOX
Red

La quantification d’ERO incluant la production d’anions superoxydes (O2°*") a été réalisée par

la coloration au MitoSOX Red dans une gamme de concentrations d’AZA-STs de 1,5 uM a 100

MM (Figure 51).
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Figure 51: Mesure de la production d’ERO incluant I'anion superoxyde au niveau
mitochondrial sur des cellules cultivées en présence de RSV et AZA-STs (la-1g). Evaluation
par cytométrie en flux des effets des AZA-STs la—g et du RSV sur la production d’ERO et O2"
par coloration au MitoSOX Red. Les cellules N2a ont été incubées pendant 48 h avec ou sans
AZA-ST la—g ou RSV (trans-resvératrol) a des concentrations de 1,5 a 100 uM). Les données
sont la moyenne £ SD de trois expériences indépendantes réalisées en triplicat. La comparaison
des données a été effectuée avec un test ANOVA suivi d'un test de Bonferroni. (*) : p < 0,05 a
été considérée comme statistiquement significative. Véhicules (Ethanol (EtOH) pour RSV ;
DMSO pour AZA-ST) (Ksila et al., 2022) : EtOH (0,05 %) et DMSO (0,05 %). Seules les

concentrations les plus élevées de véhicules ont été analysées.

L’analyse par cytométrie en flux a montré une augmentation du pourcentage des cellules
MitoSOX-positives (cellules présentant une surproduction d’ERO et O2* au niveau
mitochondrial). Cette augmentation, significative, dépendante de la concentration, a été
observée a la fois avec les différents AZA-STs et le RSV. Aucune différence significative n’a

été détectée entre les cellules non traitées (contrdle) et les véhicules utilisés.

7. Effet des AZA-STs et du trans-resvératrol sur Pinduction d’apoptose :
Caractérisation de la morphologie nucléaire apres coloration au Hoechst 33342
Le RSV est connu par sa capacité d’induction de la mort cellulaire par apoptose dans plusieurs
types de cellules quand il est utilisé a forte concentrations (a partir de 40 uM), et peut également
déclencher des voies alternatives entrainant d’autres types de mort telles que celles contribuant

a I’autophagie ou a la catastrophe mitotique (Delmas et al., 2011).

Afin de déterminer si les dérivés du RSV (AZA-ST la-1g) peuvent ou non induire le méme
type de mort cellulaire que le RSV sur cellules N2a, la microscopie a fluorescence apreés
coloration au Hoechst 33342 a été utilisée, ce qui permet d’identifier facilement la morphologie
de cellules apoptotiques ayant des noyaux condenseés et/ou fragmentés (Majno & Joris, 1995;
Lizard et al., 1995).

Pour cela, les cellules N2a ont été traitées pendant 48h par le RSV et les AZA-STs (1a-1g) aux
concentrations encadrant les IC 50 (6,25 uM, 12,5 uM et 25 uM).
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Figure 52: Quantification des cellules apoptotiques par microscopie a fluorescence apres
coloration au Hoechst 33342 : Effets des AZA-STs et du RSV sur l'induction d'apoptose. Les
cellules N2a ont été traitées pendant 48h avec ou sans AZA-ST la—g ou resvératrol (trans-
resvératrol) a des concentrations comprises entre les IC50 (6,25, 12,5 et 25 uM). Les données
sont la moyenne = SD de trois expériences indépendantes réalisées en triplicat. La
significativité des données comparées a été effectuée avec un test ANOVA suivi d'un test de
Bonferroni. (*) : p < 0,05 a été considérée comme statistiquement significative. Vehicules
(Ethanol (EtOH) pour RSV ; DMSO pour AZA-ST) (Ksila et al., 2022) : EtOH (0,05 %) et

DMSO (0,05 %). Seules les concentrations les plus elevées de véhicules ont été analysées.

D’aprés les résultats obtenus présentés dans la Figure 52, on constate que le RSV est la seule
molécule qui induit fortement une mort cellulaire par apoptose définie par une augmentation
accrue du pourcentage de cellules a noyaux condensés et/ou fragmentés (caractéristiques de
cellules apoptotiques) de I’ordre de 22 = 9 % et de 80 = 10 % respectivement a 12,5 UM et 25
MM, Par ailleurs, une légere et significative augmentation du pourcentage de cellules
apoptotiques a été révélee avec AZA-ST 1b (25 uM : 17 £ 1 %) et AZA-ST 1d (25 uM : 26 +
4), alors que des élévations légeres mais non significatives ont é€té constatées avec les autres
AZA-STs (AZA-STs 1a, 1c, 1e, 1f et 19).
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8. Effet des AZA-STs et du trans-resvératrol sur le cycle cellulaire : analyse par
cytométrie en flux

Des travaux antérieurs ont prouvé que le RSV est un inducteur de mort cellulaire par apoptose

conduisant a une accumulation des cellules en phase S du cycle cellulaire (Marel et al., 2008;

Colin et al., 2009). 11 s’est aussi avéré que 1’apoptose peut, dans certains cas, étre associée a

une population de cellules en SubG1 résultant de la fragmentation inter-nucléosomal de I’ADN.

Suite au traitement des cellules N2a par les différentes molécules étudiées aux concentrations
encadrant 1’1C50 (6,25 uM, 12,5 uM et 25 uM) pendant 48h, la répartition des cellules dans les
phases du cycle cellulaire a été quantifiée par cytométric en flux aprés coloration a 1’IP
(Ormerod et al., 1992; Fournel et al., 1995). La mesure des phases du cycle cellulaire a deux
principaux objectifs : le premier consiste a définir le pourcentage des cellules réparties dans les
différentes phases du cycle ; le deuxiéme objectif permet de déterminer la présence ou I’absence

d’un pic SubG1 (qui est un critére d’apoptose) localisé juste avant le pic GO/GL1.

D’apres les résultats obtenus et présentés dans les Figures 53 et 54 et dans le Tableau 5, le
RSV induit des modifications importantes de la répartition des cellules dans les différentes
phases du cycle cellulaire associées a une forte augmentation des cellules en phase S et une
apparition d’un pic SubG1 (25 uM : 38,2 * 2,2 %) confortant I’induction d’apoptose ce qui est
en accord avec des études antérieures (Marel et al., 2008; Colin et al., 2009). Avec les AZA-
STs, les changements les plus significatifs ont été observés avec AZA-ST 1b (25 uM : 8,9
1%) et AZA-ST 1d (25 pM: 12,9 + 1,3 %) comparativement aux cellules non traitées
(Contréle : 1,3 £ 0,1 %) ou le pic SubG1 conforte I’induction en partie d’une mort apoptotique
(Tableau 5), ce qui est en accord avec la présence des noyaux condenses et/ou fragmentés
observés par coloration au Hoechst 33342 (2 ug/mL). Avec les autres aza-stilbénes (1a, 1c, le,

1f et 1g), des modifications mineures ont été remarquées.
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Figure 53: Analyse par cytométrie en flux de la répartition des cellules dans les différentes
phases du cycle cellulaire : Effets des aza-stilbenes et du trans-resvératrol sur le cycle cellulaire.
Les cellules neuronales murines N2a ont été incubées avec les AZA-STs (la-1g) ou avec le
trans-resvératrol (RSV) pendant 48h a des concentrations dans la gamme des IC50. (A) :
Contrdle, Véhicules (EtOH 0,05%, DMSO 0,05%) et RSV ; (B) : AZA-STs (1a-1d) ; (C) : AZA-
STs (le-1g). Véhicules (Ethanol (EtOH) pour RSV ; DMSO pour AZA-ST) (Ksila et al., 2022)
: EtOH (0,05 %) et DMSO (0,05 %). Seules les concentrations les plus élevées de véhicules ont
été analysées. Représentation graphique : SubG1 (Blanc) ; Phase GO/G1 (Violet) ; Phase S
(Jaune) ; Phase G2+M (Vert).
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Figure 54: Evaluation de I'effet des AZA-STs et du RSV sur la répartition des cellules en
SubGl1 et dans les différentes phases du cycle cellulaire (GO/G1, S et G2+M). Les cellules
neuronales murines N2a ont été traitées avec les AZA-STs (1a-1g) ou avec le trans-resvératrol
(RSV) pendant 48h a des concentrations dans la gamme des IC50 (6,25 uM, 12,5 uM et 25
KUM). Vehicules (Ethanol (EtOH) pour RSV ; DMSO pour AZA-ST) (Ksila et al., 2022) : EtOH
(0,05 %) et DMSO (0,05 %). Seules les concentrations les plus élevées de véhicules ont été
analysées. Représentation graphique : SubG1 (Blanc) ; Phase GO0/G1 (Violet); Phase S
(Jaune) ; Phase G2+M (Vert).
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Tableau 5: Répartition des cellules N2a dans les différentes phases du cycle cellulaire (GO/G1,
S et G2+M) et quantification des cellules en SubG1 aprés traitement par les aza-stilbenes ou

par le trans-resvératrol.

Cell cycle phases
SubG1 GO0/G1 S G2+M
Control 1.3+0.1 37.210.8 47.5+1.3 14.0+1.2
EtOH (0.05%) 1.7+0.1 35.610.7 50.2+0.1 12.5+0.8
DMSO (0.05%) 1.2+0.1 37.61£1.0 48.0+0.7 13.2+0.6
Resveratrol (6.25 pM) 2.6+0.2 42.4+0.2 * 40.5+0.3 * 14.3+0.2
Resveratrol (12.5 pM) 10.5#1.0* 17.4+15* 46.8+1.0 25.3+1.8*
Resveratrol (25 pM) 38.2+2.2 * 10.4+2.0* 38.4+4.0* 13.0£2.0
AZA-ST la (6.25 uM) 3.310.1 39.7+0.5 * 37.7x0.9 * 19.3+0.5*
AZA-ST 1a (12.5 uM) 3.8+0.4 31.041.3* 47.9+0.5 17.3+1.2*
AZA-ST 1a (25 uM) 5.9+0.4 * 30.0£1.5* 43.6x1.1* 20.5+1.0*
AZA-ST 1b (6.25 pM) 3.3+0.1 38.3£1.0 40.5¢1.2 * 17.9+1.6 *
AZA-ST 1b (12.5 pM) 5.0+0.2 28.2+1.8* 49+2.7 17.5+¢1.1*
AZA-ST 1b (25 pM) 8.9+1.0 * 26.740.6 * 44.8+2.0 * 19.6+2.5*
AZA-ST 1c (6.25 pM) 3.7+0.6 40.7+0.4 * 37.6x0.9 * 18.0+0.9 *
AZA-ST 1c (12.5 uM) 3.4+0.6 34.0£1.0 45.3+0.4 17.3+1.0*
AZA-ST 1c (25 uM) 5.0+1.6 33.54+2.4* 45.3+1.1 16.2+0.8
AZA-ST 1d (6.25 pM) 3.4+0.3 40.2+1.6 * 36.5+1.0 * 19.9+2.4
AZA-ST 1d (12.5 uM) 5.0+0.7 30.04£0.7 * 50.0+0.8 * 15.0£0.1
AZA-ST 1d (25 pM) 12.9+1.3* 24.241.1* 40.6+0.8 * 22.3+0.7 *
AZA-ST 1e (6.25 uM) 3.2+0.3 43.622.0 * 37.3x1.6* 15.9+1.0
AZA-ST 1e (12.5 uM) 4.0£0.5 37.840.5 41.0¢1.0* 17.2+1.8 *
AZA-ST 1e (25 uM) 7.3+1.1* 32.8+0.6 * 44.0£1.2 * 15.9+0.6
AZA-ST 1f (6.25 uM) 4.1+0.1* 41.140.2 * 36.611.4 * 18.2+1.1 *
AZA-ST 1f (12.5 pM) 5.24+0.7 38.7£0.5 40.8+1.4 * 15.3+1.4
AZA-ST 1f (25 M) 6.4+0.2 * 36.5+0.5 42.7+1.3* 14.4+1.6
AZA-ST 1g (6.25 uM) 4.5+0.5 39.0+1.1 41.3+2.9* 15.2+2.7
AZA-ST 1g (12.5 uM) 5.5+0.3 * 32.3x0.4 * 47.5+0.7 14.5+0.7
AZA-ST 1g (25 uM) 7.2+0.5* 34.0£1.0 43.0+0.4 * 15.8+1.0

9. Evaluation des activités antioxydantes des AZA-STs et du trans-resvératrol
Les activites antioxydantes des AZA-STs et du RSV ont éte évaluées par différentes techniques
complémentaires : test KRL, test DPPH, test de la réduction de Fer (FRAP) et test PAOT. Les

résultats sont illustrés dans le Tableau 6.

Le RSV étant également connu pour ses capacités antioxydantes, les propriétés antioxydantes
des AZA-STs ont été déterminées par le test KRL et comparées au RSV. D’apres les résultats
présentés dans la Figure 55, tous les AZA-STs montrent des activités antioxydantes supérieures

a celles du RSV. Les activités antioxydantes les plus élevées ont été observées avec les AZA-
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STs 1b (42,65 % 0,78) et 1d (56,49 + 0,59). Les AZA-STs 1a, 1c, le, 1f et 1g présentent des
statuts antioxydants KRL similaires ou inférieurs.
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Figure 55: Quantification de l'activité antioxydante du RSV et des AZA-STs par test KRL

Les résultats obtenus a partir du test KRL, intégrant a la fois la capacité d’une molécule
antioxydante a neutraliser les ERO et a prévenir la peroxydation lipidique, ont été associés a

deux dosages antioxydants complémentaires : le test DPPH et FRAP.

A partir des valeurs d’IC50 du test DPPH qui ne prennent en considération que la capacité d’une
molécule antioxydante a neutraliser un radical, on constate que les AZA-STs possédent des
activités radicalaires plus importantes, comme observé avec le test KRL, comparativement au
RSV (32,76 + 6,40), sauf exception les AZA-STs 1c (5,51 £ 2,25) et 1g (17,23 + 0,85) ayant

des activités plus faibles (Tableau 6).

Les polyphénols étant aussi connus par leurs capacités chélatrices vis-a-vis plusieurs de métaux,
principalement le Fer (Lakey-Beitia et al., 2021) le test FRAP a été utilisé ; il montre des
activités chélatrices quasiment identiques observées avec toutes les molécules testées (Tableau
6).
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Par comparaison aux tests DPPH et KRL, le test PAOT se base sur la quantification des activités
de piégeage des antioxydants a 1’aide d’une méthode électrochimique. D’aprés les résultats
présentés dans le Tableau 6, les AZA-STs la (34,11 + 0,18) et 1d (56,49 + 0,59) ont les
caractéristiques antioxydantes les plus élevées, tandis que I’AZA-ST 1c est I’antioxydant le
plus faible (13,34 + 0,54).

Il est important de souligner les différences d’un test antioxydant a un autre en raison des

différents parametres pris en compte pour évaluer les activités antioxydantes.

Tableau 6: Evaluation des activités antioxydantes de RSV et des AZA-STs par différents tests
(KRL, DPPH, FRAP et PAQOT). Les molécules étudiées ont été utilisées a 20 uM (KRL) et a 25
UM (DPPH, FRAP, PAOT). Le test KRL est exprimé en tant qu’augmentation d’hémolyse (%
du contrdle) ; le test DPPH est exprimé en % d’inhibition ; le dosage FRAP est exprimé en
UMol Fe2"/mM de RSV et d’AZA-STs et le test PAOT est exprimé en score PAOT/Litre de
[’échantillon analysé. Les données montrées sont sous forme de moyenne £ SD de deux

expériences indépendantes effectuées en triplicat ; ND : Non Déterminé.

KRL DPPH FRAP PAOT
(20 pMm) (25 pM) (25 pM) (25 M)
RSV 72,81 +1,10 32,76 + 6,40 10,41 + 0,05 19,39 +1,06
AZA-STla  129,74+392  3507+175 10,52 + 0,05 34,11+0,18
AZA-ST1b  14129+465  3884+190 10,02 + 0,04 42,65+ 0,78
AZA-ST1c  128,38+2,03 5,51 + 2,25 12,32 +0,06 13,34 + 0,54
AZA-ST1d  15463+350  47,84+2,35 11,05 + 0,07 56,49 + 0,59
AZA-STle  116,06+4,40  4855+240 10,34 + 0,05 ND
AZA-ST1f  12378+516 53,69+ 2,65 10,41 + 0,05 ND
AZA-ST1lg  12576+339  17,23+0,85 10,18 + 0,04 ND
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Il. Etude de la toxicité d’oxystérols oxydés en C7 (7-cétocholestérol, 7a-
hydroxycholestérol, 7p-hydroxycholestérol) sur cellules N2a

Ce travail a actuellement fait 1’objet d’une publication : 1 revue (Annexe 6, Publication 4).

1. Détermination des concentrations cytotoxiques des oxystérols oxydés sur le carbone7
(C7)
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Figure 56: Effets des oxystérols oxydés en C7 (7KC, 7a-OHC et 7B-OHC) sur I’adhésion

cellulaire. Evaluation par le test Sulforhodamine (SR 101) des effets des oxystérols oxydés en
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C7 (7KC, 70-OHC et 7p-OHC) sur I’adhésion cellulaire. Les cellules N2a ont été traitées
pendant 24h, 48 h et 72h avec ou sans des oxystérols oxydés en C7 (7KC, 7a-OHC et 73-OHC)
dans une gamme de concentrations allant de 1,5625 a 100 uM. La ligne pointillée noire indique
la valeur de la concentration (ou la gamme de concentrations) réduisant la viabilité cellulaire
de 50 % (IC50). Les resultats présentés sont la moyenne £ SD (n=6) de deux expériences
indépendantes réalisées en triplicat. Une analyse comparative multiple a été realisee a I'aide
d'un test ANOVA suivi d'un test de Bonferroni. Une valeur p<0.05, considérée significative
statistiguement, est indiquée par une étoile (*) comparativement aux cellules non traitées
(Controle).

Les effets des oxystérols oxydés en C7 (7KC, 7a-OHC et 7B-OHC) sur I’adhésion cellulaire
ont été évalués en utilisant le test SR101. Les cellules N2a ont été traitées pendant 24h, 48h et
72h avec différentes concentrations de 7KC, 7a-OHC et 7B-OHC de 1,5625 a 100 uM. Les

résultats sont présentés dans la Figure 56.

Les résultats montrent une diminution dose-dépendante observée avec les trois oxystérols testés
pendant 72h avec des IC50 qui varient d’une molécule a une autre. Sur la base de nos résultats
(Tableau 7), le 7KC (25 uM ; 50 uM), le 7a-OHC (25 uM ; 50 uM) et le 7p-OHC (12,5 uM ;25

M) ont été seléctionnés pour caractériser le type de mort qu’ils induisent.

Tableau 7: Valeurs des IC50 des oxystérols oxydés en C7 (7KC, 7a-OHC et 73-OHC) :
utilisation du test SR101

ICs0 (UM)
24h 48h 72h
7-cétocholestérol 100 50 25<|Cs50<50
7a-hydroxycholestérol 50 50 25<1Cs0<50
7B-hydroxycholestérol 50 25<1Cs0<50 12,5<1Cs0<25

123



Résultats

2. Effet des oxystérols sur le potentiel transmembranaire mitochondrial (A¥m) :
évaluation par coloration au DiOCs(3)
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Figure 57: Effets des oxysterols oxydés en C7 (7KC, 7a-OHC et 73-OHC) sur le potentiel
transmembranaire mitochondrial (A¥m). Evaluation par cytométrie en flux des effets des
oxystérols oxydés en C7 (7KC, 7a-OHC et 75-OHC) sur A%¥m apres coloration au DiOCs(3).
Les cellules N2a ont été incubées pendant 72/ avec ou des oxystérols oxydés en C7 (7KC, 7a-
OHC et 7-OHC) a des concentrations incluant les IC50 (7KC : 25 et 50 uM ; 7a-OHC : 25 et
50 uM ; 7B-OHC :12,5 et 25 uM). Les données sont la moyenne + SD de trois expériences
indépendantes réalisées en triplicat. La comparaison des données a été effectuée avec un test
ANOVA suivi d'un test de Bonferroni. (*) : p < 0,05 est considéré comme statistiquement

significatif

Suite au traitement des cellules N2a avec le 7KC (25 uM ; 50 uM), le 7a-OHC (25 pM ; 50
pHM) et le 7B-OHC (12,5 uM ; 25 pM) pendant 72h, une diminution marquée de A¥Ym, révélée
par une augmentation du pourcentage de cellules avec des mitochondries dépolarisées (cellules
DiOCe(3) négatives), est observée comparativement aux cellules non traitées (controle) et au
véhicule (EtOH 0,05%). D’apreés la Figure 57, le 7KC (25 uM ; 50 uM) et le 7B-OHC (25 uM)
induisent une augmentation significative du pourcentage de cellules DiOCeg(3) négatives, alors

qu’on observe un pourcentage faible avec le 7a-OHC (25 uM ; 50 uM). Aucune différence
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significative du pourcentage des cellules avec des mitochondries dépolarisées n’a été observee

avec les cellules non traitées et le vehicule (EtOH 0,05%).

3. Caractérisation de ’oxyapoptophagie (« oxiapoptophagy »)

L’oxyaoptophagie a été initialement décrite en 2003 (Monier et al., 2003). 1l s’agit s’un type
de mort cellulaire associant a la fois des critéres de stress OXYdant, d’APOPTOse et
d’autoPHAGIE (Nury, et al., 2021). L’oxyapoptophagic a jusqu’a présent été caractérisée a
des temps précoces (24 et 48h) mais jamais pour des traitements de 72h.

3.1 Quantification du stress oxydant : mesure de la surproduction des especes

réactives de I’oxygene par cytométrie en flux apres coloration a la dihydroéthidine
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Figure 58: Effets des oxystérols oxydés en C7 (7KC, 7a-OHC et 73-OHC) sur la production
d'especes réactives de I'oxygene (ERO). Evaluation par cytométrie en flux des effets des
oxystérols oxydés en C7 (7KC, 7a-OHC et 7-OHC) sur la production d’ERO par coloration
avec la dihydroéthidine (DHE). Les cellules N2a ont été incubées pendant 72h avec ou sans
oxystérols oxydés en C7 (7KC, 7a-OHC et 74-OHC) a des concentrations incluant les 1C50
(7TKC : 25 et 50 UM ; 7a-OHC : 25 et 50 uM ; 74-OHC :12,5 et 25 uM). Les données sont la
moyenne + SD de trois expériences indépendantes réalisées en triplicat. La comparaison des
données a été effectuée avec un test ANOVA suivi d'un test de Bonferroni. (*) : p < 0,05 est

considéré comme statistiquement significatif.
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Le traitement des cellules N2a avec du 7KC (25uM ; 50uM), du 7a-OHC (25uM ; 50uM) et
du 7B-OHC (12,5 uM ;25 uM) pendant 72h conduit a une élévation importante du pourcentage
des cellules DHE positives (surproduisant des ERO) avec le 7KC (25 puM ; 50 uM) et le 7p-
OHC (12,5 uM ; 25 uM). La production d’ERO est faible avec les cellules traitées par le 7a-
OHC (25 uM ; 50 uM). Aucune différence significative du pourcentage de cellules produisant

des ERO a été révélée entre les cellules non traitées et le véhicule (EtOH 0,05%) (Figure 58).

3.2 Caractérisation de la mort cellulaire : analyse de I’apoptose par coloration au

May-Grinwald-Giemsa et mesure de ’activation des caspases 3/7 par cytométrie en

flux par la technique FLICA (Fluorescent Inhibitor of Caspases)
D’aprés les résultats obtenus présentés dans la Figure 59, on observe que le pourcentage de
cellules a noyaux condensés et/ou fragmentés (caractéristiques de cellules apoptotiques) est
fortement augmentés avec les cellules traitées par le 7KC (50 uM) et par le 7B-OHC (25 uM)
dont les pourcentages des cellules apoptotiques sont de I'ordre de 97,6 % et 96 %
respectivement. Par ailleurs, une légére et significative élévation du pourcentage de cellules
apoptotiques a été révélée avec 7KC (25 uM), 7p-OHC (12,5 puM). Avec le 7a-OHC, on
n’observe pas ou peu de cellules apoptotiques. Aucune différence significative du pourcentage
de cellules apoptotiques n’a €té révélée entre les cellules non traitées (Ctrl : 1,3 %) et le véhicule
(EtOH 0,05% : 2 %).
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Figure 59: Caractérisation de la mort cellulaire par apoptose induite par les oxystérols oxydés
en C7 (7KC, 7a-OHC et 7B-OHC). (A) : Microscopie en lumiere blanche aprés coloration au
May-Grunwald-Giemsa ; identification les cellules apoptotiques présentant des noyaux
condenseés et/ou fragmentés (indiquées par des fleches noires) ; (B) : Quantification des cellules
apoptotiques par microscopie en lumiére blanche apres coloration au May-Grinwald-Giemsa.
Effets des oxystérols oxydés en C7 (7KC, 7a-OHC et 7-OHC) sur I'induction d'apoptose. Les

cellules N2a ont été traitées pendant 72h avec ou sans oxystérols oxydés en C7 (7KC, 7a-OHC
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et 78-OHC)) a des concentrations comprises entre les IC50 (7KC : 25 et 50 uM ; 7a-OHC : 25
et 50 uM ; 7p-OHC :12,5 et 25 uM). Les données sont la moyenne £ SD de trois expéeriences
indépendantes realisees en triplicat. La significativité a été evaluee avec un test ANOVA suivi

d'un test de Bonferroni. (*) : p < 0,05 est considéré comme statistiquement significatif.

Au cours de 1’apoptose induite par les oxystérols oxydés en C7 (7KC, 7a-OHC et 78-OHC),
I’activation des caspases 3/7 a été mesurée par cytométrie en flux en utilisant la technique
FLICA. Apres traitement pendant 72h, on constate une augmentation importante et significative
du pourcentage de cellules caspase 3/7 positives avec le 7KC et le 7B-OHC. Le pourcentage de
cellules FLICA positives est de 73,75 % avec le 7KC et de 59,6 % avec le 78-OHC. On
n’observe pas de cellules FLICA positives avec le 7a-OHC. Les valeurs de cellules FLICA
positives sont similaires dans les cellules non traitées (Ctrl : 11 %) et le véhicule (EtOH 0,05% :
12,65 %) (Figure 60).
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Figure 60: Quantification des cellules caspases 3/7 positive par la technique FLICA en
cytométrie en flux. Evaluation par cytométrie en flux des effets des oxystérols oxydés en C7
(7KC, 7a-OHC et 73-OHC) sur [’activation des caspases 3/7. Les cellules N2a ont été incubées
pendant 724 avec ou sans oxystérols oxydés en C7 (7KC, 7a-OHC et 75-OHC) a des
concentrations incluant les IC50 (7KC : 25 et 50 uM ; 7a-OHC : 25 et 50 uM ; 74-OHC :12,5

et 25 uM). Les données sont la moyenne + SD de trois expériences indépendantes réalisées en
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triplicat. La comparaison des données a été effectuée avec un test ANOVA suivi d'un test de

Bonferroni. (*) : p < 0,05 est considéré comme statistiguement significatif.

3.3 Caractérisation de I’autophagie : analyse par microscopie a fluorescence et

cytométrie en flux apres coloration des vésicules d’autophagie, et analyse par western blot

Une induction d’autophagic a été observée sur les cellules N2a traitées par le 7KC et le 7p-
OHC apres 72h de traitement. Dans ces conditions, des vésicules d’autophagie ont été observées
dans les cellules traitées par les oxystérols alors que pas ou peu de vésicules sont présentes dans
les cellules contrdle et le véhicule (Figure 61 A). Lorsque ces cellules ont été analysées par
cytométrie en flux, le pourcentage de cellules autophagiques a été déterminé. Les pourcentages
varient de 30 a 80% en présence de 7KC et de 7B-OHC ; le pourcentage de cellules
autophagiques avec le 7a-OHC n’excéde pas 15%. Dans le controle et le vehicule, les
pourcentages de cellules autophagiques sont de 5 a 8% (Figure 61 B). L’autophagie a été
confirmée par western blot ; le rapport LC311 / LC3I est en effet plus éleve en présence 7KC et
de 7B-OHC : ceci démontre a nouveau une induction d’autophagie par ces deux oxystérols
(Figure 61 C). Il est important de noter que les vésicules d’autophagie sont observées dans des
cellules n’ayant pas de noyaux condensés / fragmentés (cellules apoptotiques), ce qui démontre
que I’autophagie précede 1’apoptose dans le processus de mort induit par le 7KC et le 73-OHC.
Dans les cellules apoptotiques, on observe aussi des vésicules d’autophagie : les vésicules
d’autophagie sont observées dans les cellules a noyaux condensés et a noyaux fragmentés

(Figure 61 A).
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Figure 61: Analyse de I’autophagie sur cellules N2a traitées par les oxystérols oxydés en C7
(7KC, 70-OHC et 7B-OHC). Différentes méthodes complémentaires ont été utilisées pour
caractériser [’autophagie : (A) microcopie a fluorescence por révéler les vesicules
d’autophagies (kit autophagie ; Réf : ab 139484 abcam), les cellules autophagies présentent
une coloration verte dans le cytoplasme (les fléches blanches indiquent des vésicules
d’autophagie) ; (B) Quatification par cytométrie en flux des vésicules du pourcentage de
cellules avec des vésicules d’autophagie ; (C) Analyse par western blot de [’activation de LC3
en LC3I et LC3IlL Les résultats présentés sont représentatifs d’au moins trois analyses
indépendantes. Les résultats obtenus par cytométrie en flux sont la moyenne + SD de trois
expériences indépendantes réalisées en triplicat. La comparaison des données a été effectuée
avec un test ANOVA suivi d'un test de Bonferroni. (*) : p < 0,05 est considéré comme

statistiquement significatif.

4. Evaluation des effets cytoprotecteurs de I’huile de pépins de grenade et de I’a-
tocophérol et sur la toxicité induite par le 7-cétocholestérol

Les effets cytoprotecteurs de I’huile de pépins de grenade (Promegranate Seed Oil, Cold

pressed, paraben & sulfate free, Réf : #10650 ; lot 1-800-544-1925 ; PipingRock, Ronkonkoma,

NY, USA) et de I’a-tocophérol (Sigma-Aldrich) n’ont été évalués que sur le 7KC car cet

oxystérol est celui qui est souvent le plus augmenté dans les maladies liées a ’age (Nury et al.,

2021).

4.1. Composition en acides gras, phytostérols et tocophérols d’huile de pépins de

grenade
4.1.1. Composition en acides gras

Le profil en acides gras de I’huile de pépins de grenade, exprimé en (Ug / mg d’huile), a été
évalué par chromatographie en phase gazeuse. Les résultats sont présentés dans le Tableau 8.
D’apres les chromatogrammes, les acides gras majoritaires détectés dans 1’huile de pépins de
grenade sont les acides palmitique (C16:0), stérique (C18:0), oléique (C18:1 n-9) et linoléique
(C18:2 n-6). Les AGIs (acides gras insatures) sont les plus abondants. Une étude plus
approfondie a révélé des formes cis / trans de 1’acide linoléique (C18:3) dans 1’acide punicique
représentant 800 g / mg, ce qui correspond a I’acide gras le plus dominant de 1’huile de pépins
de grenade (81,33 %).
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Tableau 8: Composition en acide gras de I'huile de pepins de grenade.

Mg / mg Huile de pépins de grenade

Acides gras saturés

Acide myristique (C14:0) 0,042 £ 0,17
Acide pentadécylique (C15:0) 0,026 = 0,00
Acide palmitique (C16:0) 31,532 £ 0,28
Acide heptadécanique (C17:0) 0,260 = 0,01
Acide stérique (C18:0) 20,166 + 0,15
Acide nonadécylique (C19:0) 0,097 + 0,00
Acide arachidonique (C20:0) 3,573 £ 0,06
Acide hénéicosylique (C21:0) 0,249 + 0,00
Acide béhénique (C22:0) 0,378 £ 0,00
Acide tricosylique (C23:0) 0,105 + 0,00
Acide lignocérique (C24:0) 0,301 + 0,00
Acide hyénique (C25:0) 0,242 + 0,01
Acide cérotique (C26:0) 0,326 £ 0,02
X Acides gras satures 57,297 £ 0,7
Acides gras mono-insatureés

Acide palmitoléique (C16:1 n-7) 0,334 £ 0,04
Acide hexadé-9-énoique (C16:1 n-9) 0,072 £ 0,01
Acide vaccénique (C18:1 n-7) 3,811+ 0,07
Acide oléique (C18:1 n-9) 39,416 + 2,29
Acide éicosa-7-énoique (C20:1 n-7) 0,070 = 0,00
Acide gadoléique (C20:1 n-9) 4,177 + 0,07
Acide érucique (C22:1) ND

X Acides gras mono-insatures 47,88 + 2,48
Acides gras poly-insaturés

Acide o-linolénique (C18:2 n-6) 76,726 + 0,81
Acide punicique (C18:3 n-5) 800+£0,12
Acide linoléique (C18:2 n-6) 0,509 + 0,04
Acide eicosadienoique (C20:2 n-6) 0,293 £ 0,00
Acide dihomo-y-linoléique (C20:3 n-6) 0,535 + 0,02
Acide méadique (C20:3 n-9) 0,129 + 0,01
Acide arachidonique (C20:4 n-6) 0,205 + 0,56

X Acides gras poly-insatures

878,397 + 1,44

X Acides gras insaturés

926,277 + 1,96

Total des acides gras

983,574 + 1,18

Les données sont présentées sous forme de moyenne + SD
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4.1.2. Composition en cholestérol et phytostérols

La composition en cholestérol et en phytostérols de 1’huile de pépins de grenade, exprimé en

(ng / mg d’huile), a ét¢ déterminée par chromatographie en phase gazeuse et les résultats sont

présentés dans le Tableau 9.

Les résultats montrent la présence de 4 phytostérols dans 1’huile de pépins de grenade. Le

Sitostérol est le phytostérol majoritaire, comme cela est souvent le cas dans les huiles, et il est

présent en quantité importante par rapport aux autres phytostérols : Campestérol, Stigmastanol

et Stigmastérol. A noter que I’huile de pépins de grenade contient du cholestérol a une

concentration de I’ordre de celle du chardon Marie alors que du cholestérol n’est pas détecté

dans I’huile d’olive et d’argan et faiblement dans 1’huile de Nigelle (Zarrouk et al., 2019).

Tableau 9: Composition en cholestérol et en phytostérols de I'huile de pépins de grenade.

pg / mg Huile de pépins de grenade

Cholestérol 4,280 £ 0,060
Phytostérols
Campestérol 0,240 £ 0,170
Sitostérol 5,458 + 0,000
Stigmastanol 0,074 £ 0,280
Stigmastérol 0,574 + 0,010
Total 10,346 £+ 0,580

Les données sont presentées sous forme de moyenne £ SD

4.1.3. Quantification et identification des tocophérols

La quantification et I’identification des tocophérols ont été exprimées en (ng / mg d’huile).

D’aprés le Tableau 10, I’huile de pépins de grenade contient essentiellement du - et y-

tocophérol. La quantité de tocophérols totaux dans 1’huile de pépins de greande utilisée est

faible par rapport a celle trouvée dans les huiles d’olive, d’argan et de chardon Marie (Zarrouk

et al., 2019).
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Tableau 10: Teneur en tocopherols de I'huile de pépins de grenade.

Tocophérols mg / kg d’huile de pépins de grenade
Delta 0,100 + 0,000
Béta+tGamma 3.316 + 0,090
Alpha 0,065 + 0,000

Les données sont presentées sous forme de moyenne £+ SD

4.2. Evaluation de la toxicité de I’huile de pépins de grenade : test FDA
L’effet de I’huile de pépins de grenade sur la viabilité cellulaire a été évalué en utilisant le test
FDA. Les cellules N2a, apres 24 h de culture, sont traitées pendant 72 h avec différentes
concentrations de I’huile de pépins de grenade (6,25 a 3 200 g/ mL). Les résultats sont illustrés
dans la Figure 62. Nos résultats ne montrent aucun effet toxique de I’huile de pépins de grenade
(6,25 a 3 200 pg / mL) sur la viabilité cellulaire. Sur la base de ces résultats, 1’huile de pépins
de grenade (100 pg/mL ; 200 ug/mL) et l'a-tocophérol (400 uM) ont été sélectionnés pour

évaluer leur effets cytoprotecteurs.
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Figure 62: Effets de I’huile de pépins de grenade sur la viabilité cellulaire.
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Evaluation par le test FDA des effets de [ huile de pépins de grenade sur la viabilité cellulaire.
Les cellules N2a ont été incubées pendant 72 h avec ou sans huile de pépins de grenade dans
une gamme de 6,25 a 3200 ug / mL. Les résultats présentés sont la moyenne SD (n=6) de deux
expériences indépendantes réalisées en triplicat. Une analyse comparative multiple a été
réalisée a I'aide d'un test ANOVA suivi d'un test de Bonferroni. Une valeur p <0,05, considérée
comme statistiquement significative comparativement aux cellules non traitées (Controle), est

indiquée par (*).

4.3. Evaluation de la cytoprotection de I’huile de pépins de grenade sur la toxicité

du 7-cétocholestérol : test FDA

L’incubation des cellules N2a pendant 72h avec du 7KC (25 uM ;50 puM) a induit une nette
diminution du pourcentage de cellules FDA positives. En revanche, le co-traitement des cellules
N2a avec le 7KC associé a I’huile de pépins de grenade (100 pg/mL ; 200 pg/mL) ou a l'a-
tocophérol (400 pM) atténue la toxicité du 7KC. Aucune différence n’a été révelée entre
controle, véhicules, et cellules traitées avec I’huile de pépins de grenade (100 pg/mL ; 200

pg/mL) et 1'a-tocophérol (400 uM) (Figure 63).

Viabilité cellulaire
(% Cellules FDA positives (% Contréle) )

Figure 63: Mesure de la viabilité cellulaire en présence de 7-cetocholestérol (25 uM et 50 pM)
sur cellules N2a et évaluation des effets cytoprotecteurs de 1’huile de pépins de grenade et d’a-

tocophérol. Evaluation par le test FDA. Les résultats présentés correspondent a la moyenne
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+ SD (n=6) de deux expériences indépendantes réalisées en triplicat. Une analyse comparative
multiple a été réalisée a I'aide d'un test ANOVA suivi d'un test de Bonferroni comparativement
aux cellules non traitées (Contrdle). Une valeur p < 0,05, considérée comme statistiquement

significative, est indiquée par (*)

4.4, Evaluation de la cytoprotection de I’huile de pépins de grenade sur la toxicité

du 7-cétocholestérol : test SR101

Les effets cytoprotecteurs de 1’huile de pépins de grenade et d’a-tocophérol associés ou non au
7KC (25 UM ; 50 uM) sur 1’adhésion cellulaire ont aussi été quantifiés par le test SR101. Les
résultats sont présentés dans la Figure 64. L’adhésion cellulaire diminue significativement en
présence du 7KC (25 pM ; 50 uM) par rapport aux cellules non traitées (contréle), et aux
véhicules (DMSO 0,25% ; EtOH 0,05%). Cette diminution observée avec le 7KC (25 uM) est
fortement atténuée en co-traitement avec 1’huile de pépins de grenade (100 pug/mL ; 200 pg/mL)
et 'a-tocophérol (400 uM). Ainsi, I’huile de pépins de grenade (100 pg/mL ; 200 pg/mL) et
I’a-tocophérol (400 uM) atténuent la perte d’adhésion cellulaire induite par le 7KC (25 uM).
Aucune différence n’a été observée entre controle, véhicules, et cellules traitées avec I’huile de

pépins de grenade (100 pg/mL ; 200 pg/mL) et I'a-tocophérol (400 uM).
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Figure 64: Evaluation de 1’adhésion cellulaire en présence de 7-cétocholestérol (25 uM et

50 uM) sur cellules N2a et évaluation des effets cytoprotecteurs de 1’huile de pépins de grenade
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et d’a-tocophérol. Evaluation par le test SR101. Les résultats présentés correspondent a la
moyenne £ SD (n=6) de deux expériences indépendantes réalisées en triplicat. Une analyse
comparative multiple a été réalisée par rapport aux cellules non traitées (Controle) a I'aide
d'un test ANOVA suivi d'un test de t-Student. Une valeur p<0,05, considérée comme

statistiquement significative, est indiquée par une étoile (*).

4.5. Evaluation des effets de I’huile de pépins de grenade sur la surproduction
d’espéces réactives de l’oxygeéne induite par le 7-cétocholestérol : évaluation par

cytométrie en flux aprés coloration a la dihydroéthidine

La production d’ERO sur cellules N2a traitées pendant 72 h a été évaluée par coloration a la
dihydroéthidine (DHE). Les résultats obtenus sont présentés dans la Figure 65. L’analyse par
cytométrie en flux a révélé une augmentation significative du pourcentage de cellules DHE
positives reflétant une surproduction d’ERO en présence du 7KC (25 uM). Cette augmentation
est fortement atténuée lorsque le 7KC (25 uM) est associé au 1’huile de pépins de grenade (100
Mg / mL; 200 pg / mL) ou a l'a-tocophérol (400 uM). Ainsi, I’huile de pépins de grenade,
comme l'a-tocophérol, s’oppose a la surproduction d’ERO. Aucune différence significative n’a

été révélée entre les cellules non traitées (contréle) et le vehicule (EtOH 0,05 %).
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Figure 65: Mesure de la production d’espéces réactives d’oxygéne (ERO) en présence de

7-cétocholestérol sur cellules N2a et évaluation des effets cytoprotecteurs de 1’huile de pépins
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de grenade et d’a-tocophérol. Test de coloration au dihydroéthidium (DHE). Les résultats
presentés correspondent la moyenne SD (n=6) de deux expériences indépendantes realisees en
triplicat. Une analyse multiple a été réalisée comparativement aux cellules non traitées
(Contréle) a l'aide d'un test ANOVA suivi d'un test de Bonferroni. Une valeur p<0,05,

considérée comme statistiquement significative, est indiquée par (*).

4.6. Analyse des effets de I’huile de pépins de grenade et de I’a-tocophérol sur

I’autophagie induite par le 7-cétocholestérol

Les effets de I’huile de pépins de grenade et de 1’a-tocophérol sur cellules traitées par le 7KC
ont été analysés sur 1’autophagie par western blot. Les concentrations utilisées pour les
différents produits sont celles utilisées pour étudier la cytoprotection qui a été observée a la fois
avec I’huile de pépins de grenade et I’a-tocophérol. On observe et confirme une forte induction
d’autophagie avec le 7KC : le ratio LC3II/LC3I le plus élevé est observé avec ce composé. On
constate que I’huile de pépin de grenade qui est cytoprotectrice diminue le rapport LC311/LC3I,
ce qui suggere que cette huile agit sur des voies de signalisation impliquées dans I’autophagie.
La présence d’une bande LC3II intense avec I’a-tocophérol laisse supposer que la
cytoprotection observée fait intervenir un processus d’autophagie de survie. Cette bande intense
a été observée pour tous les western blot réalisés (Figure 66). L’autophagie de survie devrait
théoriquement étre inhibée en utilisant des inhibiteurs d’autophagie tells que la chloroquine, la

rapamycine ou I’inhibiteur LY294002.
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Figure 66: Analyse des effets de I’huile de pépins de grenade et de I’a-tocophérol sur

I’autophagie induite par le 7-cétocholestérol sur cellules N2a : analyse par western blot.

1. Caractérisation des activités de deux huiles essentielles méditerranéennes (jasmin,

thym) sur des kératinocytes humains HaCaT établis en lignée

1. Caractérisation des huiles essentielles de jasmin et de thym

1.1. Composition chimique de I’huile essentielle de jasmin

Le profil chromatographique montre la présence des trois composés principaux : 1’acéetate de
benzyle, le benzoate de benzyle. Ces trois composés sont les trois composés majoritaires. La
proportion relative des trois composés est respectivement de 15,9 % ; 10,2 % et 5,3 % (Annexe

3). On observe aussi clairement la présence de linalool.
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Ces composés ont été identifiés a partir de leur spectre de masse et comparaison avec la
bibliotheque de spectres de référence du NIST, et également a I’aide d’un standard dans le cas
du linalool.La composition phytochimique est conforme aux données de la littérature (Joulain,
2021).

1.2. Composition chimique de I’huile essentielle de thym

Le profil chromatographique montre trois principaux constituants caractéristiques : le thymol,

le p-cymeéne et le y-terpinéne.

Ces composés ont été identifiés a partir de leur spectre de masse et comparaison avec la
bibliothéque de spectres de référence du NIST, et également a I’aide d’un standard dans le cas

du thymol et du p-cymene.

Ces trois composés majoritaires (thymol, p-cyméne et y-terpinéne) ont respectivement des
proportions relatives de 49,2 % ; 18,7 % et 6,7 % (Annexe 4). On observe aussi clairement la

présence de linalool.

1.3. Propriété antioxydante des huiles essentielles de jasmin et de thym : analyse
par le test KRL

Les propriétés antioxydantes des huiles essentielles (HES) de jasmin et de thym ont été mesurées
par le test KRL (Annexe 5). D’apres les résultats obtenus avec le test KRL (Figure 67), on
observe que ’HE de thym présente une activité antioxydante plus importante que celle de ’'HE

de jasmin.
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Figure 67: Quantification de I'activité antioxydante des HEs de jasmin et de thym par test
KRL
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2. Etude de la toxicité des huiles essentielles de jasmin et de thym sur cellules HaCaT

Les effets cytotoxiques des HEs de jasmin et de thym sur la viabilité cellulaire ont été étudiés

par coloration a la fluoresceine diacétate (FDA) et a la Sulforhodamine 101 (SR 101). Pour

cela, les cellules HaCaT ont été traitées pendant 24h dans une gamme de concentrations d’HEs

allant de 1,5625 pg / mL a 400 pg / mL.

D’apres les résultats présentés dans la Figure 68, on constate une diminution de la viabilité

cellulaire associée a une baisse de I’adhésion des cellules : diminution du pourcentage de

cellules FDA positives et du pourcentage de cellules SR101 positives. Cela permet de

déterminer des 1C50 comprises entre 200 et 400 pg / mL pour I’HE de jasmin et entre 100 et

200 pg / mL pour I’HE de thym.
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Figure 68: Effets des HEs sur la viabilité des cellules HaCaT : test SR101 et FDA. Evaluation
des effets des HEs de jasmin et de thym par le test SR 101 (mesure des cellules adhérentes)
(Figures A et C) et par le test FDA (mesure de la viabilité cellulaire) (Figures B et D). Les
cellules HaCaT ont été incubées pendant 24 h avec ou sans HEs de jasmin et de thym dans une
gamme de concentrations de 1,5625 a 400 ug / mL. La ligne pointillée rouge indique la valeur
de la concentration (ou la gamme de concentrations) réduisant la viabilité cellulaire de 50 %
(IC50). Les résultats présentés sont la moyenne + SD (n=6) de deux expériences indépendantes
réalisées en triplicat. Une analyse comparative multiple a été réalisée a I'aide d'un test ANOVA
suivi d'un test de Bonferroni. Une valeur p<0,05, considérée statistiquement significative, est

indiquée par (*) comparativement aux cellules non traitées (Contréle).

3. Effet des huiles essentielles de jasmin et de thym sur la morphologie des cellules
HaCaT

Aprés 24h de traitement en absence et en présence des les HEs de jasmin (200 pg / mL) et de

thym (100 pg / mL) (concentrations correspondant aux 1C50), la morphologie des cellules

HaCaT a été observée par microscopie a contraste de phase. Les résultats obtenus sont montrés

dans la Figure 69.

On constate, comparativement aux cellules HaCaT non traitées (contrdle), des changements
morphologiques prononces au niveau des cellules traitées par les HESs, en particulier avec les

cellules traitées par I’HE de thym.
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Figure 69: Analyse par microscopie a contraste de phase de la morphologie des cellules HaCaT.

Les cellules HaCaT ont été traitées pendant 24h par les HEs de jasmin (200 pg / mL) et de thym

(100 pg / mL), et observées en microscopie a contraste de phase (Grossissement x 200).

4. Effet des huiles essentielles de jasmin et de thym sur le potentiel transmembranaire
mitochondrial : évaluation par coloration au DiOCs(3)

Apreés avoir traité les cellules HaCaT pendant 24h par les HES de jasmin et de thym, on constate
que ces huiles (a concentrations élevées) déclenchent des dysfonctionnements mitochondriaux
associée a une perte plus ou moins prononcée de AYm. L’HE de jasmin et de thym induisent
une chute de AWm a partir de concentrations respectives de 1’ordre de 200 pg / mL (Figure A)
et de 400 pg / mL (Figure B). Les cellules non traitées (contrdle) et les cellules traitées par le
vehicule (DMSO 0,25 %) ne présentent aucune différence significative du pourcentage des
cellules DiOCe(3) négatives (Figure 70).
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Figure 70: Effets des HEs de jasmin et de thym sur le potentiel transmembranaire
mitochondrial (A¥m). Evaluation par cytométrie en flux des effets des HEs de jasmin et de
thym sur le potentiel transmembranaire (A¥m), coloration au DiOCs(3). Les cellules HaCaT
ont été incubées pendant 24 h avec ou sans HEs de jasmin (Figure A) et de thym (Figure B) a
des concentrations incluant les IC50 (100, 200, 400 ug / mL). Les données sont la moyenne *
SD de trois expériences indépendantes réalisées en triplicat. La comparaison des données a été
effectuée avec un test ANOVA suivi d'un test de Bonferroni. (*) : p <0,05 est considéré comme

statistiquement significatif.

5. Effet des huiles essentielles de jasmin et de thym sur le stress oxydant

5.1.Effet des huiles essentielles du jasmin et de thym sur la production des

espéces réactives de I’oxygéne
L’analyse par cytométrie en flux de la fluorescence émise par la dihydroéthidine a montré
d’importants pourcentages de cellules surproduisant des ERO (cellules DHE positives) (Figure
71). La stimulation du stress oxydant a été observée a partir de 400 pg / mL pour I’HE de jasmin
(Figure A) et a partir de 200 pg / mL pour I’'HE de thym (Figure B) ; aucune différence

significative n’a été observée entre les cellules non traitées (controle) et le véhicule.
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Figure 71: Effets des HEs de jasmin et de thym sur la production d'especes réactives de
I'oxygene (ERO). Evaluation par cytométrie en flux des effets des HES de jasmin et de thym sur
la production d’ERO par coloration a la dihydroéthidine (DHE). Les cellules HaCaT ont éte
incubées pendant 24 h avec ou sans HEs de jasmin et de thym a des concentrations incluant les
IC50 (100, 200 et 400 pg / mL). Les données sont la moyenne + SD de trois expériences
indépendantes réalisées en triplicat. La comparaison des données a été effectuée avec un test
ANOVA suivi d'un test de Bonferroni. (*) : p < 0,05 a été considérée comme statistiguement

significative.

5.2. Effet des huiles essentielles de jasmin et de thym sur la peroxydation
lipidique évaluée par les concentrations intracellulaires de 7-

cétocholestérol et 7B-hydroxycholestérol

La peroxydation lipidique inclut une oxydation des acides gras insaturés et en dernier lieu une
oxydation du cholestérol (auto-oxydation du cholestérol) qui aboutit a la formation d’oxystérols
majoritairement oxydés sur le carbone 7 (7-cétocholestérol et 7B-hydroxycholestérol) (Ghzaiel,
Sassi, et al., 2022). La présence de ces deux oxystérols est synonyme d’un stress oxydant fort.

Sur cellules HaCaT traitées pendant 24h, I’effet des HEs de jasmin et de thym sur la
peroxydation lipidique a été déterminée par la mesure des concentrations intracellulaires de
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7KC et de 7B-OHC. Les résultats des dosages, présentés dans la Figure 72, montrent une légere
augmentation non significative des taux de 7B-OHC dans les cellules HaCaT traitees par les
HEs de jasmin (200 pg / mL) et de thym (100 pg / mL). En revanche, la quantité de 7KC est
Iegérement mais significativement augmentée lorsque les cellules HaCaT sont traitées par I’HE
de thym (100 pg / mL). Aucune différence n’a été observée entre les cellules non traitées
(controble) et celles traitées par le véhicule (DMSO 0,25 %).
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Figure 72: Mesure de la peroxydation lipidique par quantification des concentrations
intracellulaires de 7KC et 73-OHC sur cellules HaCaT.

Les concentrations en 7[-OHC (Figure A) et 7KC (Figure B) sont exprimées en pmol / million
de cellules. Les données correspondent a la moyenne + SD de deux expériences indépendantes
réalisées en triplicat. La comparaison des données a été effectuée avec un test ANOVA suivi

d'un test de Bonferroni. (*) : p < 0,05 est considerée comme statistiquement significatif.
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6. Effet des huiles essentielles de jasmin et de thym sur le cycle cellulaire
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Figure 73 : Analyse par cytométrie en flux de la répartition des cellules dans les différentes

phases du cycle cellulaire : Effets des HEs sur le cycle cellulaire. Les cellules HaCaT ont été

traitées avec les HEs de jasmin et de thym pendant 24h a des concentrations dans la gamme
des 1C50 (100 et 200 ug / mL). Représentation graphique : SubG1 (Blanc) ; Phase GO/G1

(Violet) ; Phase S (Jaune) ; Phase G2+M (Vert).

D’apres les données obtenues et présentés dans la Figure 73 et dans le Tableau 11, aucun

changement n’a été observé dans la répartition des cellules dans les différentes phases du cycle

cellulaire. A une concentration de 200 pug / ml d’HE de thym, on observe un petit pic SubG1

significatif (11,1 + 0,1 %) comparativement aux cellules non traitées (contréle : 0,6 + 0,1 %) ;

la présence du pic SubG1 est en faveur d’une faible induction d’apoptose (Tableau 11).
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Tableau 11: Répartition des cellules HaCaT dans les différentes phases du cycle cellulaire
(GO/G1, S et G2+M) et quantification des cellules en SubG1 apres traitement par les HEs de

jasmin et de thym

Phases du cycle cellulaire

SubG1 G0/G1 S G2+M
Contrdle 06+0,1 50,7+0,8 22,2+0,3 265+1,2
DMSO (0,25 %) 0,6+0,2 495+0,7 21+£0,1 28,8+0,3
HE jasmin (100 pg/mL) 03+0,1 60,3+0,2* 16,3+0,3* 232+0,1
HE jasmin (200 pg/mL) 1,3+04* 66+09* 11,8+0,6 * 209+0,7*
HE thym (100 pg/ mL)  2,4+£0,3* 728+0,2* 105+0,1* 143+04*
HE thym (200 pg/mL) 11,1+0,1* 51+1/4 136+0,6* 24,3105

7. Effet des huiles essentielles de jasmin et de thym sur le métabolisme des acides gras
des cellules HaCaT

L’implication des mitochondries et des peroxysomes dans le métabolisme des acides gras et du

cholestérol est bien établie (Pandak et al., 2002; Wanders & Waterham, 2006; Wanders,

2014).

Par conséquent, le profil des acides gras (acides gras allant de C14:0 a C24:6) a été déterminée
par GC-MS sur cellules HaCaT traitées pendant 24h par les HES de jasmin (200 pg / mL) et de
thym (100 pg / mL). Le profil fournit correspond a une analyse.

D’apres les résultats obtenus (Tableau 12), sur cellules HaCaT traitées par les HEs, on peut
observer des différences au niveau de certains acides gras (acide gras monoinsaturé C18:1 n-
9 ; acides gras polyinsaturés C18:2 n-6, C18:3 n-3, C20:2 n-6, C20:4 n-6 (acide arachidonique),
C20:5 n-3, C22:4 n-6) méme si la quantité totale d’acides total ne semble pas différentes en
présence d’HEs. La diminution du taux d’acide arachidonique suggére une activité anti-

inflammatoire non cytokinique de ces HEs.
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Tableau 12: Profils des acides gras dans les cellules HaCaT traitées par les huiles essentielles

de jasmin et de thym

Traitements

Controle DMSO HE jasmin HE thym

(0,25 %) (200 pg/mL) (200 pg/mL)
Acides gras saturés
Acide myristique (C14:0) 2,57 £ 0,06 3,44 £ 0,29 3,34 £0,17 4,75 +0,48
Acide pentadécylique (C15:0) 0,15+0,00 0,17 £ 0,03 0,13+0,01 0,13+0,02
Acide palmitique (C16:0) 58,14 + 0,28 58,64 + 6,64 67,48 £ 2,76 72,45 £5,12
Acide heptadécanique (C17:0) 0,28 £ 0,00 0,34 £ 0,04 0,22 £0,01 0,20 £ 0,03
Acide stérique (C18:0) 24,77 £ 0,15 23,30 £2,87 29,42 £1,12 25,62 +£1,18
Acide nonadécylique (C19:0) 0,09 £ 0,00 0,11+0,01 0,10+ 0,01 0,08 £ 0,02
Acide arachidique (C20:0) 0,23 £ 0,00 0,30 £ 0,02 0,22 £0,01 0,19+£0,01
Acide héneicosylique (C21:0) 0,02 £0,00 0,02 £ 0,00 0,01 £0,00 0,01 +£0,00
Acide béhénique (C22:0) 0,13 £ 0,00 0,16 £ 0,01 0,10 £ 0,00 0,07 £0,01
Acide lignocérique (C24:0) 0,24 £ 0,00 0,30 £ 0,03 0,12 £ 0,00 0,10+ 0,01
Acide hyénique (C25:0) 0,03 £ 0,00 0,03+0,01 0,01 £ 0,00 0,01 £ 0,00
Acide cérotique (C26:0) 0,13+0,01 0,17 £ 0,01 0,07 £ 0,01 0,06 £ 0,00
X Acides gras saturés 86,78 = 0,50 86,98+0,96 101,22+0,10 103,67 +0,88
Acides gras mono-insatureés
Acide myristoléique (C14:1) 0,11+0,01 0,12 £ 0,02 0,04 £ 0,00 0,17 +0,01
Acide palmitoléique (C16:1 n-7) 10,93 £ 0,04 13,47 £0,91 6,55+ 0,17 10,79 £ 0,77
Acide hexadé-9-énoique (C16:1n-9) 0,94 £ 0,01 1,02 +0,25 0,79+ 0,03 0,90+0,11
Acide vaccénique (C18:1 n-7) 17,04+0,07 2367+244 1637+075 1655+201
Acide oléique (C18:1 n-9) 114,66 £3,29 108,27 +2,80 64,49+541 66,89 + 2,39
Acide éicosa-7-énoique (C20:1 n-7) 0,51 £0,00 0,66 £ 0,01 0,58 £ 0,03 0,60 £ 0,01
Acide gadoléique (C20:1 n-9) 0,25 £ 0,00 0,37 £ 0,09 0,40 £ 0,02 0,31 £ 0,05
Acide docosénoique (C22:1 n-7) 0,12 + 0,00 0,17 £ 0,03 0,14 + 0,02 0,14 + 0,04
Acide érucique (C22:1 n-9) 0,18 £0,01 0,25+ 0,04 0,30 £ 0,01 0,24 £ 0,03
Acide nervonique (C24:1 n-9) 0,42 + 0,04 0,53 £ 0,07 0,37 £ 0,00 0,33+0,03
C25:1 0,04 £ 0,00 0,04 £ 0,01 0,03 £ 0,00 0,02 £ 0,00
Acide céremonoénique (C26:1) 0,35+ 0,03 0,39 £ 0,06 0,24 £ 0,01 0,21 £ 0,04
X Acides gras mono-insatures 14555+0,50 148,96 +0,73 90,26 £ 0,45 97,15+ 0,49

Acides gras poly-insatures
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Acide linolénique (C18:2 n-6) 6,22 + 0,01 7,49 + 0,66 10,74 £ 0,13 5,23+ 0,65
Acide a-linoléique (C18:3 n-3) 0,13+0,01 0,14 £ 0,01 0,29 £ 0,12 0,09 +£0,00
Acide y-linoléique (C18:3 n-6) 0,16 + 0,00 0,14 + 0,09 0,12 + 0,00 0,19 + 0,04
Acide ¢éicosadiénoique (C20:2 n-6) 0,15+0,00 0,21+ 0,03 0,46 £ 0,04 0,23 £ 0,02
Acide dihomo-y-linolénique (C20:3 n-6) 0,94 + 0,02 1,20 + 0,03 0,94 + 0,08 1,40+0,21
Acide méadique (C20:3 n-9) 0,43 +£0,04 0,66 £ 0,12 0,32+0,01 0,40 £ 0,05
Acide arachidonique (C20:4 n-6) 17,72 + 0,13 22,15+ 0,54 10,86 + 0,81 11,90+ 1,42
Acide éicosapentaénoique (C20:5 n-3) 2,48 £ 0,02 2,71+0,80 1,02 £ 0,04 1,27 +£0,13
Acide docosadiénoique (C22:2 n-6) 0,03+ 0,00 0,05+ 0,01 0,06 + 0,00 0,06 + 0,01
Acide docosatrinéoique (C22:3 n-3) ND ND 0,11 +0,00 ND
Acide adrénique (C22:4 n-6) 0,50 £ 0,00 0,77 £0,21 1,62 + 0,08 1,43 +£0,19
Acide docosapentaénoique (C22:5 n-3) 2,98 £ 0,01 4,23 +0,90 4,00+0,16 3,63+0,44
Acide docosapentaénoique (C22:5 n-6) 2,92 + 0,07 4,23 +0,90 4,00+0,16 3,62 +£0,45
Acide docosahexaénoique (C22:6 n-3) 5,75+ 0,09 7,65+ 0,69 5,46 + 0,25 6,23 + 0,96
Acide tétracosatétraénoique (C24:4) 0,03 +0,00 0,04 £ 0,00 0,08 £ 0,00 0,07 £ 0,00
Acide tétracosapentaénoique (C24:5) 0,03+£0,09 0,03 £ 0,00 0,05+ 0,00 0,06 £ 0,00
Acide tétracosahexaénoique (C24:6) 0,01 +£0,00 0,01 +£0,00 0,02 £ 0,00 0,02 £ 0,00
X Acides gras poly-saturés 40,48 £ 0,47 51,71 £ 0,99 40,15+ 0,88 35,83 0,57
X Acides gras insaturés 186,03 +0,49 200,67 +0,86 130,41+0,67 132,98 0,06

Total des acides gras 272,81 +£10,54 287,65+12,28 231,63+ 15,40 236,65 * 14,06

8. Effet des huiles essentielles de jasmin et de thym sur le métabolisme du cholestérol
des cellules HaCaT

Le métabolisme du cholestérol des cellules HaCaT traitées par les HEs de jasmin et de thym

pendant 24h a été évalué par la détermination des taux de cholestérol et de ses précurseurs

(lanostérol et lathostérol) par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de

masse. Les résultats sont illustrés dans la Figure 74.

Les résultats montrent une légére augmentation non significative des taux de cholestérol dans
les cellules traitées par les HEs de jasmin (200 pg / mL) et de thym (100 pg / mL). Cette
augmentation a eté aussi observée dans les teneurs du lanostérol. En revanche, les teneurs en
lathostérol mesurées dans les cellules traitées par les HES de jasmin (200 pg / mL) et de thym
(100 pug / mL) sont plus élevées que dans les cellules controle. Entre les cellules non traitées
(contrdle) et traitées par le véhicule (DMSO 0,25 %), aucune différence n’a été observée au
niveau des taux de cholestérol, lanostérol et lathostérol.
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Figure 74: Voies de biosynthése du cholestérol et de ses précurseurs (lanostérol et lathostérol)
dans les cellules HaCaT traitées ou non par les huiles essentielles de jasmin et de thym. (A)
Voies de synthése du cholestérol ; (B) Quantification du cholestérol et de certains de ses
précurseurs (lanostérol et lathostérol) sur cellules HaCaT traitées et non traitées par les HES
de jasmin (200 pg / mL) et de thym (100 ug / mL). La quantification a été effectuée par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse. Les données
correspondent a la moyenne £ SD de deux expériences indépendantes réalisées en triplicat. La
comparaison des donnees a été effectuée avec un test ANOVA suivi d'un test de Bonferroni. (*)

- p <0,05 est considéré comme statistiquement significatif.
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» Aza-stilbenes (AZA-STs) / trans-resveratrol (RSV)

Le resvératrol, connu comme constituant majeur du régime méditerrannéen, est 1’un des
polyphénols les plus étudiés, en particulier sous sa configuration trans, tant in vitro qu’in vivo
(Zhang et al., 2021). Cette molécule se caractérise par diverses activités anti-vieillissement (Li
et al., 2021), antioxydantes (Silva et al., 2019), anti-inflammatoires (Alesci et al., 2022) et
anti-tumorales (Yang et al., 2022). Ces multiples propriétés biologiques du trans-resveratrol
(RSV) peuvent étre variées en fonction des concentrations utilisées notamment in vitro. En
effet, a faibles concentrations (inférieures a 20 uM), le RSV présente des activités antioxydantes
pouvant impliquer le facteur nucléaire érythroide 2 (Nrf 2) par le blocage de la protéine (Kelch-
like ECH-associated protein 1) (Farkhondeh et al., 2020). Le RSV peut aussi exercer des

activités anti-inflammatoires (Yammine et al., 2020).

Au niveau antioxydant, le RSV neutralise les radicaux peroxyles en hydroxydes (Cai et al.,
2004). Cette activité pourrait prévenir et atténuer les maladies liées a 1’age, ce qui fait du RSV

molécule potentiellement sénolytique pour s’opposer au Vvieillissement (Russo et al., 2020).

Sur les cellules N2a, le RSV s’oppose aux effets toxiques induits par le 7KC et le 7p-OHC qui
sont deux oxystérols dont les concentrations sont plus élevées chez les sujets agés. Ces deux
oxysterols constituent des dénominateurs communs au développement des maladies liées a
I’age : cancers, maladies cardiovasculaires, maladies neurodégénératives (maladies
d’Alzheimer et de Parkinson), maladies oculaires , ostéoporose et sarcopénie (Samadi et al.,
2020; Nury et al., 2021; Rezig et al., 2022; Ghzaiel et al., 2022). Cependant, le RSV présente,
a fortes concentrations (a partir de 50 uM), un potentiel anti-tumoral conduisant a une mort
apoptotique (Delmas et al., 2011). In vivo, le RSV peut augmenter la durée et I’espérance de
vie chez Caenorhabditis elegans, Drosphila melanogaster et les souris aussi par la stimulation
de la voie AMPK et I’activation des sirtuines (Lagouge et al., 2006; Houtkooper et al., 2013).
L’un des premiers travaux de 1’incidence de RSV sur ’espérance de vie a été effectué sur le

Nothobranchius furzei (petit poisson ayant une courte durée) (Terzibasi et al., 2007).

Toutefois, I’incovénient principal du RSV est son catabolisme rapide au niveau plasmatique
d’une part et au niveau intestinal par plusieurs bactéries d’autre part. Cela atténue son activité
biologique (Yammine et al., 2021). Dans ce contexte, afin de préserver les importants
potentiels thérapeutiques du RSV, des dérivés du RSV appelés aza-stilbénes (AZA-STs) ont eté
synthétisés (Lizard et al., 2020; Ksila et al., 2022).
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Ces AZA-STs ont montré des effets cytotoxiques in vitro sur les cellules N2a et des capacités
anti-radicalaires augmentés mesurées par différentes techniques biochimiques (DPPH, FRAP
et PAOT) et par le test KRL effectué en présence d’AAPH sur des globules rouges (Ksila et
al., 2022). Les AZA-STs pourraient étre de bons condidats en cancérologie et pour des maladies
associées a des perturbations de I’homéostasie RedOX entrainant une surproduction d’ERO.
Avant d’étudier les AZA-STs in vivo, il est primordial de mieux connaitre leurs potentiels
biologiques in vitro comparativement au RSV.

La viabilité cellulaire a été mesuré par différents tests tels que le test FDA permettant de
quantifier ’activité estérase, et la coloration au Crystal violet qui sert a évaluer la quantité des
cellules adhérentes (Namsi et al., 2019; Yammine et al., 2020). Les résultats obtenus ont
montré une toxicité variable sur les cellules N2a avec les AZA-STs étudiés (1a-1g), soit plus
faible, soit plus forte comparée a celle du RSV ; les valeurs des IC50 sont de 1’ordre de 6,25
uM, 12,5 uM et 25 uM, a I’exception de I’ AZA-ST la dont I’'TC50 est supérieure & 25 uM. La
diminution de I’activité estérasique, correspondant a une perte de viabilité des cellules indique
une altération de la membrane plasmique qui s’accompagne d’une baisse de 1’adhérence
cellulaire révélée par le test SR101. Ces différentes activités, bien établies pour le RSV, sont

donc similaires avec les AZA-STs.

Par ailleurs, 1’étude reéalisée sur cellules N2a, a aussi montré I’impact des AZA-STs et du RSV
sur la production d’ERO : ces derniers sont augmentés. De plus, la toxicité induite par les AZA-
STsetle RSV provoque une augmentation de la perméabilité des cellules a 1I’iodure de prpidium
(IP) qui constitue un critere de mort cellulaire tout en indiquant une forte altération de la
membrane plasmique (Yeh et al., 1981; Lizard et al., 1995). Cette détoriaration de la
membrane plasmique pourraient étre due au stress oxydatif connu pour ses effets néfastes au
niveau des composants lipidiques de la membrane. L’activation du stress oxydatif, avec les
AZA-STs comme avec le RSV, pourrait donc étre un événement clé impliqué dans la mort

cellulaire.

Au niveau des mitochondries, les AZA-STs, comme le RSV, induisent des dysfonctions
mitochondriales marquées qui se caractérisent par une chute de potentiel transmembranaire
mitochondrial (A¥m) observée a 1’aide du fluorochrome DiOCg(3) (colorant cationique et
lipophile qui s’accumule notamment dans la membrane mitochondriale proportionnellement a
la valeur A¥m) et qui s’accomagnent aussi par un production accrue d’anions superoxydes
mitochondriaux mesurée par cytométrie en flux apres coloration au MitoSOX Red. Quel que
soit le type de mort cellulaire, il est bien établi que la perte de A¥m constitue un élément
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irréversible (Kroemer et al., 1997). Cette chute de AWm active la mort cellulaire par apoptose
mais aussi tout type de mort. Ceci a été observé et confirmé dans le cas des cellules N2a traitées
par le RSV. Les AZA-STs, en fonction des AZA-STs considérés, peuvent induire ou non une
mort par apoptose alors que le RSV est un puissant pro-apoptotique. Une mort non apoptotique
a eté observée avec les AZA-STs 1la, 1c, le, 1f et 1g. En revanche, une mort partiellement
apoptotique a été observée avec les AZA-STs 1b et 1d. Les résultats obtenus corroborent
I’existence d’un type mixte de mort avec les AZA-STs. Avec les AZA-STs 1b et 1d, les cellules
mophologiquement apopototiques ne représentent qu’un tiers des cellules mortes quantifiées
par la coloration a I’IP. Par ailleurs, en présence du RSV qui est un inducteur puissant
d’apoptose, une augmentation du pourcentage de cellules en phase S du cycle cellulaire a été
induite alors qu’aucune modification significative de la distribution des cellules dans les

différentes phases du cycle n’a été constatée qu’avec les AZA-STs (1a, 1c, le, 1f et 19).

Concernant le stress oxydant tous les AZA-STs comme le RSV induisent un stress oxydant sur
cellules N2a. Par contre, au niveau de la mort cellulaire induite, les AZA-STs se distinguent
clairement du RSV : absence d’apoptose ou faible induction ; abscence d’accumulation de
cellules en phase S ou faible accumulation. Ces points communs et ces différences renforcent
I’intérét d’utiliser les AZA-STs dans des contextes ou I’utilisation du RSV est limitée.
L’évaluation des AZA-STs comme adjuvants de thérapies anti-tumorales (chimiothérapie et

radiothérapie) semble importante sur différents modéles en particulier in vivo.

» Oxystérols / Huile de pépins de grenade

Certains oxystérols, en particulier le 7KC et le 7B-OHC, sont présents en quantités abondantes
dans les organes altérés et le plasma chez les personnes atteintes de maladies liées a I’age (Testa
et al., 2018). Ces deux oxystérols sont considérées parmi les molécules les plus cytotoxiques
sur différents types cellulaires de diverses espéces (Testa et al., 2018; Vejux et al., 2020),
provoquant du stress oxydant, des dysfonctionnements des organites et de I’inflammation ; ces
oxystérols a concentrations élevées stimulent aussi la mort cellulaire dépendante ou
indépendante des caspases (Nury, Yammine, et al., 2021). Les perturbations oxydatives sont
supposeées constituer 1’un des principaux facteurs induisant le vieillissement des cellules. Dans
les maladies neurodégénératives, dont les plus fréquentes sont la maladie d’Alzheimer et la
maladie de Parkinson, les dommages oxydatifs des cellules pourraient entrainer des anomalies

de régénérescence neuronale. En conséquence, il est primordial i) d’évaluer et de mieux
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comprendre la mort cellulaire par oxiapoptophagie, qui est un type de mort induit par le 7KC
et le 7B-OHC (Nury, Zarrouk, et al., 2021). Ce type de mort a été caractérisé a des temps
précoces (24h et 48h) mais jamais a des temps tardifs (72h). Pour ce type de mort, il est
important d’identifier des agents cytoprotecteurs naturels ou de synthése avec pour objectif de

s’opposer aux maladies liées a 1’age (Nury, et al., 2021).

Dans la présente étude, le 7KC et le 7-OHC ont montré des potentiels cytotoxiques sur les
cellules neuronales murines N2a avec une toxicité plus importante avec le 7p-OHC. Le 7a-
OHC présente n’a montré aucune toxicité ce qui est en accord avec de nombreuses études
réalisées sur plusieurs lignées cellulaires (Vejux et al., 2020). Ces activités cytotoxiques du
7KC et du 7B-OHC sont caractérisées par une induction de la mort cellulaire associée a une
production accrue d’ERO ainsi qu’a des dysfonctions mitochondriales. Certains de ces effets
ont été décrits dans travaux antérieurs sur des cellules cardio-vasculaires, des cellules
musculaires, des cellules rétiniennes et des cellules hématopoiétiques et immunitaires exposées
au 7KC et/ou au 7B-OHC (Nury et al., 2015; Sghaier et al., 2019; Vejux et al., 2020; Ghzaiel,
Zarrouk, et al., 2022). Sur les cellules N2a, le 7KC et le 73-OHC induisent, aprés des
traitements a 72h, une chute de viabilité et une perte d’adhésion cellulaire qui se caractérise par
une augmentation des cellules ayant un aspect rond et flottant dans le milieu de culture
suggérant une altération des composants membranaires. Ces effets néfastes pourraient étre
activés par une rupture de I’équilibre RedOX qui va altérer la membrane plasmique en
modifiant sa structure et ses caractéristiques physico-chimiques en modifiant ainsi
I’homéostasie ionique (Na*, N*, K¥) avec changements importants sur nombreuses voies de
signalisation, notamment celles impliquées dans 1’activation de 1’apoptose (Poli et al., 2013;
Kunzelmann, 2016; Bezine et al., 2017; Vejux et al., 2020). La toxicité du 7KC et du 7p-
OHC au niveau du systéme nerveux pourrait aussi aboutir a des altérations de I’influx nerveux
(Bezine et al., 2017). Chez les patients atteints des maladies neurodégénératives, I’altération de
I'influx nerveux pourrait contribuer au dysfonctionnement neuronal conduisant
progressivement a une destruction des neurones. D’apreés les résultats obtenus avec le 7KC et
le 7B-OHC, il apparait que le stress oxydant caractérisé par une surproduction d’ERO est aussi
un ¢lément majeur dans la cascade d’éveénements aboutissant a la mort cellulaire. En revanche,
avec le 7a-OHC, aucune surproduction d’ERO n’est observée. Cette surproduction de radicaux
libres pourrait favoriser 1’augmentation de produits issus de la peroxydation lipidique tels que
le 4-HNE et le MDA ainsi qu’une réduction de I’expression et des activités des principales

enzymes antioxydantes comme la GPx et la SOD (Yammine, Zarrouk, et al., 2020; Ghzaiel
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et al., 2021). Ces résultats sont en accord avec les activités pro-oxydantes observées avec ces
oxysterols sur différents types cellulaires (cellules microgliales BV-2, cellules musculaires
C2C12, oligodendrocytes 158N et cellules de neuroblastome humain SH-SY5) sur lesquelles
le déclenchement du stress oxydant presente un rdle clé dans la toxicité (Nury et al., 2015;
Zarrouk et al., 2018; Hammouda et al., 2021; Nury, Yammine, et al., 2021; Ghzaiel, Sassi,
et al., 2022; Ghzaiel, Zarrouk, et al., 2022). Comme il est bien admis que la surproduction
des ERO et les dysfonctions mitochondriales sont des phénomenes impliqués dans la
sénescence et le vieillissement (Rufini et al., 2013), les résultats obtenus confortent I’hypothése
selon laquelle le 7KC et le 7B-OHC pourraient participer au mécanisme de
neurodégénérescence et de vieillissement des cellules neuronales. En effet, ces deux oxystérols
alterent les mitochondries et les protéines impliquées dans la fonction mitochondriale ce qui
contribue non seulement une chute du potentiel transmembranaire (A¥m) mais aussi des
altérations de la fonction de la chaine respiratoire et a une réduction de la production d’énergie
favorisant une limitation de la production d’ATP. Ces maodifications fonctionnelles
mitochondriales dans les cellules N2a ont été également observées, en présence de 7KC ainsi
que 7B-OHC, sur d’autres types cellulaires tels que les cellules musculaires C2C12 (Ghzaiel et
al., 2022) et les oligodendrocytes 158N (Nury et al., 2015; Sghaier et al., 2019). Par ailleurs,
sur les cellules N2a, la mort cellulaire par apoptose a été caractérisée par microscopie a lumiere
blanche aprés coloration au May-Grinwald-Giemsa et par la mesure de I’activation des
caspases 3/7 par cytometrie en flux. Dans ce contexte, le 7KC et le 7B-OHC induisent ce type
de mort ou des pourcentages élevés de cellules a noyaux condensés et/ou fragmentés sont
observés et ou des pourcentages importants de cellules caspases 3/7 positives sont détectés. Par
contre, ces caractéristiques n’ont pas €té¢ observés avec les cellules N2a traitées avec du 7a-
OHC qui n’est pas toxique. De plus, des critéres autophagiques ont été révélé par microscopie
éléctronique et par cytométrie en flux en présence de 7KC et de 7B-OHC avec 1’appartion des
vacuoles de grandes tailles considérées comme des vacuoles autophagiques. Ces données sont
cohérentes avec des etudes antérieures soulignant 1’effet du 7KC ainsi que du 7p-OHC sur
I’activation d’un processus d’autophagie (Sassi et al., 2019; Yammine, Zarrouk, et al., 2020;
Ghzaiel, Zarrouk, et al., 2022). Dans leur ensemble, les résultats obtenus confirment que les
oxystérols (7KC et 7p-OHC) induisent sur cellules N2a traitées pendant 72h un type de mort
particulier (oxyapoptophagie / ‘oxiapoptophagy”) qui associe du stress oxydant, de 1’apoptose
et des criteres d’autophagie. Des effets cytoprotecteurs de 1’huile de grenade et de I’alpha-

tocophérol ont été observés.
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Il est important de souligner que nos conditions expérimentales sont optimales pour bien
identifier des agents cytoprotecteurs. En effet, des agents cytoprotecteurs doivent protéger a la
fois a des temps de culture précoces (24 h) et tardifs (72 h) : ceci est le cas de I’huile de grenade
et de I’alpha-tocophérol. En revanche, a 72 h, les cellules entrent progressivement dans un
processus de mort spontanée ce qui rend plus difficile 1’étude de la mort cellulaire (apoptose,
autophagie) ; par conséquent pour 1’étude de la mort cellulaire et des voies de signalisation

associées des temps n’excédant 48 h doivent étre privilégiés.

D’aprés les résultats obtenus sur les cellules N2a, pour pévenir la progression de la
neurodégéneérescence et atténuer la toxicité du 7KC qui est augmenté dans certaines maladies
liées a 1’age, disposer des molécules ou un mélanges de molécules naturelles ou synthétiques
capables de s’opposer a la toxicité induite par le 7KC reste un challenge majeur ayant un intérét
thérapeutique (Nury et al., 2021). Seules quelques molécules naturelles (DHA, a-tocophérol,
biotine) et synthétiques (monométhyle fumarate, diméthyle fumarate) ainsi que certaines huiles
telles que les huiles d’olive, de chardon-marie, d’argan, et de lentisque permettent de réduire la
toxicité du 7KC et du 7B-OHC. Nos données montrent que 1’huile de pépins de grenade réduit
la toxicité du 7KC sur les cellules N2a sans doute grace a sa capacité antioxydante. Selon les
résultats de la présente étude, les tests de viabilité effectuées (FDA, SR101) ont montré que
I’huile de pépins de grenade présente un effet cytoprotecteur contre le 7KC (25 uM) en utilisant
I’a-tocophérol comme molécule cytoprotectrice de référence. Il est bien établi que 1’a-
tocophérol est un composé efficace pour la prévention et/ou le ralentissement du développement
de maladies fréquentes liées a 1’age : maladies cardiovasculaires et neurodégénératives et
certains cancers. D’apres les résultats obtenus, la présence de tocophérols dans I’huile de pépins
de grenade pourrait contribuer a la cytoprotection. Cependant, d’autres molécules comme des

acides gras et des polyphénols pourraient aussi étre impliquées (Nury et al., 2021).

Au niveau des acides gras, 1’acide punicique (isomére de ’acide linoléique) ainsi que 1’acide
oléique pourraient aussi intervenir dans la cytoprotection (Aruna et al., 2016; Holic et al.,
2018; Vermonden et al., 2021). Il a été montré que I’acide punicique est antioxydant (Taner
Bozkurt & Zeynep Ergun, 2021). Il a par ailleurs été bien démontré que ’acide oléique
s’oppose a la toxicité du 7KC (Debbabi et al., 2017) et du 7p-OHC aussi (Zarrouk et al.,
2019; Ghzaiel, Zarrouk, et al., 2022).

L’huile de pépins de grenade, associé au régime méditerranéen, pourrait étre un nouvel agent

cytoprotecteur vis-a-vis du 7KC. Le bénéfice de I’huile de pépins de grenade dans des maladies
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liées a I’age (Guerra-Vazquez et al., 2022), pour lesquelles des augmentations de 7KC et/ou

de 7B-OHC sont observées méritent donc d’étre approfondi.

» Huiles essentielles (HEs) de jasmin et de thym

Les huiles essentielles sont des extraits naturels concentrés deriveés de plantes. Un certain
nombre d’HEs posséde une large gamme de propriétés biologiques. La diversité moléculaire
des composés des HEs leur confére des roles et des propriétés biologiques trés variées
(antimicrobiennes, antifongiques, anti-inflammatoires, antioxydantes) (Moghaddam &
Mehdizadeh, 2017).

La présente étude concerne les activités biologiques des HEs méditerranéennes de jasmin et de
thym sur des kératinocytes humains HaCaT dans le contexte de I’impact sur le vieillissement
cutané. La caractérisation de la composition chimique des HEs de jasmin et de thym a été
effectuée par GC-MS. Les profils chromatographiques ont révélé trois composants majoritaires
pour chaque HE : acétate de benzyle, benzoate de benzyle et linalool pour I’HE de jasmin, et
thymol, p-cyméne et y-terpinéne pour I’HE de thym. Il est bien connu que la plupart des HEs
possédent diverses activités biologiques telles qu’une activité antibactérienne (Man et al.,
2019), une activité anti-inflammatoire (Ko et al., 2021), mais aussi une activité antioxydante
(Valdivieso-Ugarte et al., 2019). Le test KRL a indiqué un potentiel antioxydant plus fort avec
I’HE de thym que de jasmin. Les HEs de jasmin et de thym n’ont aucun effet sur la croissance
et la multiplication cellulaire jusqu’a 100 pg / mL et 200 pg / mL, respectivement et n’induisent
pas de modification significative de la distribution des cellules dans les différentes phases du
cycle cellulaire. L°'HE de thym a montré des effets cytotoxiques plus importants de I’HE de
jasmin. Sur des kératinocytes humains HaCaT et par coloration au DiOCs(3), ces deux HEs
méditérranéenes déclenchent des dysfonctionnements mitochondriaux a des fortes
concentrations de 200 pg / mL pour I’HE de thym et de 400 ug / mL pour I’HE de jasmin. Ces
altérations mitochondriales pourraient étre provoquées par le stress oxydatif induit par ces HEs
a fortes concentrations. Le stress oxydant est un inducteur majeur de dysfonctions
mitochondriales pouvant endommager les kératinocytes et accélérer le vieillissement cutané
(Rinnerthaler et al., 2015). Les HEs a faibles concentrations pourraient &tre bénefiques en
réduisant la surproduction d’ERO tout en étant pro-oxydantes et toxiques a fortes
concentrations favorisant ainsi en exces le vieillissement cutané. En ce qui concerne le

métabolisme lipidique, les résultats préliminiares obtenus ont montré des différences au niveau
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de certains acides gras, du cholestérol et de précurseurs (lanostérol et lathostérol). Agir sur le
profil lipidique pourrait aussi permettre d’agir sur le vieillissement cutané. Nos résultats
montrent des effets que 1’on peut considérer comme béenéfiques des HEs de jasmin et de thym
lorsqu’elles sont utilisées a faibles concentrations sur les kératinocytes humains HaCaT ; en

revanche, des concentrations élevées ont des effets inverses et sont significativement toxiques.
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» Aza-stilbenes (AZA-STs) / trans-resvératrol (RSV)

Concernant le premier le premier axe de notre étude, qui a consisté a comparer les

activités cytotoxiques des AZA-STs par rapport au RSV sur des cellules neuronales

murines N2a, les résultats obtenus nous ont fourni plusieurs informations sur les

propriétés de ces molécules et montrent que ces molécules sont toutes distinctes du
RSV :

v

Les AZA-STs posseédent des activités antioxydantes le plus souvent plus
importantes que celles du RSV

Les AZA-STs présentent une toxicité sur les cellules N2a dans une gamme de
concentrations proche a celle du RSV.

Les AZA-STs induisent des perturbations de 1’équilibre RedOX qui se traduit
par une surproduction d’ERO.

Contrairement au RSV, les AZA-STs ne sont pas ou peu inducteurs de mort

cellulaire par apoptose.

Les AZA-STs induisent des dysfonctionnements mitochondriaux (diminution

du potentiel transmembranaire mitochondrial).

Les AZA-STs n’ont pas d’effet sur le cycle cellulaire contrairement au RSV qui
augmente le pourcentage de cellules en phase S. Les modifications les plus
significatives sur le cycle cellulaire ont été observées avec AZA-ST 1b et AZA-
ST 1d : la présence d’un pic SubG1 avec ces molécules conforte leurs propriétés
pro-apoptotiques néanmoins bien plus faible que celle du RSV.
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Les caracteristiques des AZA-STs sont illustrées dans la Figure 75.
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Figure 75: Effets des AZA-STs sur cellules N2a

Compte tenu des données obtenues in vitro, ces travaux ouvrent de nouvelles perspectives :

v" Le RSV a montré des effets potentiels face aux maladies liées a I’4ge, certains

cancers, et des maladies inflammatoires chroniques.

Il sera nécessaire de

préciser et mieux caractériser les activités pharmacologiques des AZA-STs sur

différents modéles de maladies in vitro et in vivo.

Le RSV est connu aussi pour ses effets sur les cellules immunitaires et sur

différentes voies de signalisation impliquées dans le méta

études supplémentaires sur les AZA-STs dans ces dom

bolisme cellulaire. Des

aines mériteront d'étre

réalisées dans le cadre de l'immunothérapie du cancer et de la thérapie

métabolique du cancer qui sont des stratégies émergentes et prometteuses de

thérapie anti-tumorale.
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» Oxystérols / Huile de pépins de grenade

En ce qui concerne la deuxieme partie de notre étude (oxystérols et agents cytoprotecteurs

(a-tocophérol et huile de pépins de grenade) a un temps tardif de traitement (72h)), les

résultats montrent que :

v

Le 7KC et le 7p-OHC induisent une mort par oxyapoptophagie sur cellules
N2a ; le 7B-OHC est plus puissant que le 7KC.

Le 70-OHC n’induit pas d’oxyapoptophagie.

Le 7KC et le 78-OHC provoquent une surproduction d’ERO, ce qui entraine
une rupture de 1’équilibre RedOX. Ces caractéristiques du stress oxydant ont
¢té¢ bien établies chez les personnes atteintes des maladies liées a 1’age,

maladies cardiovasculaires et neurodégenératives en particulier.

Le 7KC et le 7B-OHC induisent des dysfonctionnements mitochondriaux.
Ces altérations mitochondriales sont considérées comme un critére de

vieillissement.

L’huile de pépins de grenade et I’a-tocophérol ont des activités
cytoprotectrices et réduisent significativement I’oxyapoptophagie induite
par le 7KC.
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Ces résultats sont résumés dans la Figure 76.
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Figure 76: Effets des oxystérols oxydés en C7 (7KC, 7a-OHC, 7B-OHC) sur cellules
neuronales N2a aprés 72h de traitement. Cytoprotection par I’huile de pépins de grenade et par

I’a-tocophérol.

Les perspectives issues de ce travail sont les suivantes :

v L’identification d’une mort par oxyapoptophagie activée par le 7KC et le 7p-
OHC permet d’envisager d’agir sur les voies de signalisation associées a ce

type de mort.
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v Au méme titre que les huiles d’argan et d’olive, I’huile de pépins de grenade,
qui est associée au régime mediterranéen, a des activités cytoprotectrices vis-
a-vis du 7KC. Une étude nutritionnelle contrdlée en milieu médicalisé est
envisageable pour montrer les bienfaits d’un régime associé¢ a 1’huile de
pépins de grenade chez les personnes agées chez lesquelles des

augmentations de 7KC et/ou de 7p-OHC seraient observées.

v Il serait aussi important d’étudier in vivo les effets d’une nourriture
supplémentée en huile de pépins de grenade chez des souris sauvages ou
génétiquement modifiées pour mimer des maladies liées a 1’age pour étudier
les éventuels bénéfices de I’huile de pépins de grenade et son mode d’action.
Une démarche analogue mériterait d’étre réalisée ave 1’a-tocophérol qui est
actuellement 1’agent cytoprotecteur a priori le plus efficace pour atténuer la
toxicité du 7KC et du 7p-OHC.

» Huiles essentielles (HES) de jasmin et de thym

e Pour ce qui est de la troisieme partie de notre étude, qui a abordé les effets des HES de
jasmin et de thym en prenant en compte des aspects autres que les propriétés antiseptiques
et bactéricides souvent étudiées, les résultats obtenus ont fourni des informations nouvelles
sur les activités biologiques de ces HEs au niveau des kératinocytes humains qui constituent

la premiere barriere entre I’environnement et le milieu intérieur.

Les résultats ont révelé des activités biologiques importantes des HEs a méme de perturber
le fonctionnement des kératinocytes ce qui met 1’accent sur une utilisation raisonnée de ces
huiles. Sur la base de ces résultats (Figure 77), il semble nécessaire d’approfondir les cibles
cellulaires des HEs de jasmin et de thym sur différents types de cellules en particulier des

cellules immunitaires et des cellules des voies respiratoires.
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Annexe 1:
Etapes pré-analytiques d’analyse des acides gras
Saponification

- Culots secs repris dans 200 pL PBS.

- Ajouter 25 pL Mix SI AGT S22-002 (mélange d'acides gras deutéres préparés sur la
plateforme (n° lot S22-002)).

- Ajouter 2,4 mL EtOH/BHT (Ethanol/Hydroxytoluéne butylé).
- Ajouter 120 pL KOH (Hydroxyde de potassium) 10 M.

- Agiter pendant 5 minutes.

Incuber pendant 45 minutes a 56°C.

Extraction des acides gras

- Ajouter 1 mL HCI (1,2 M) + 6 mL d’Hexane.

Agiter pendant 5 minutes.

Centrifuger pendant 5 minutes.

Récupérer la phase hexanique.

Sécher.

Dérivation

- Ajouter 50 pL PFBBr (pentafluorobenzyl bromide : réactif permettant de deriver la
fonction carboxylique des acides gras) + 50 pL DIPEA (N, N-Diisopropylethylamine :
réactif facilitant la dérivation au PFBBr) + 1/10° ACN (acétonitrile).

- Incuber pendant une 30 minutes a 37°C.
- Sécher sous flux d’azote.
- Ajouter ] mL d’eau + 2 mL d’Hexane

- Agiter pendant 5 minutes.
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Centrifuger pendant 5 minutes.
Récupérer la phase hexanique.
Suspendre dans 100 uLL d’Hexane pour analyse GC-MS

Analyse GC-MS (Agilent-El).
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Annexe 2 :

Etapes pré-analytiques d’analyse des oxystérols

Saponification

Culots secs repris dans 200 pL PBS.

Ajouter 10 uL Mix SI Oxy 22-143 (mélange de standards internes deutérés d'oxystérols

prépareés spécifiqguement (ici pour la série d'analyse 22-143)).
Ajouter 2,4 mL EtOH/BHT (Ethanol/Hydroxytoluéne butylé).
Ajouter 120 pL KOH (Hydroxyde de potassium) 10M.
Agiter pendant 5 minutes.

Incuber pendant 45 minutes a 56°C.

Extraction des stérols

Ajouter 800 pL d’eau + 6 mL d’Hexane.
Agiter pendant 5 minutes.

Centrifuger pendant 5 minutes.
Récupérer la phase hexanique.

Sécher.

Dérivation

Ajouter 100 pL de BSTFA/TMCS (N, O-
Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide/Triméthylchlorosilane

Incuber pendant une heure a 80°C.

Sécher sous flux d’azote.

Suspendre dans 50 puL d’Hexane.

Transférer dans des tubes en verre afin d’étre injectés dans e chromatographe GC-MS.
Analyse GC-MS (1SQ)
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Annexes 3 :

Chromatogramme GC-MS de I’huile essentielle de jasmin

nuciiony
80,000,000

59.520

56.370

19.965

51.280

44,990
53.595

16.850

55.880

50.485

57.440

030

e 13490

g
J{m . A Ly . : J M
10.0 20.0 50.0 60.0 6_8,0
Tableau des constituants de I’huile essentielle de jasmin
Peak Report TIC
Peak# R.Time Area|  Area% Height| Height% A/H|Name

12.974 10362192 0.22 2685450 0.47 3.86 | D-Limonene 95%
2 13.490 147038186 3.09 16327712 2.87 9.01 | Benzyl alcohol 98%
3 16.848 252432753 5.31 34749224 6.11 7.26 | Linalool 98%
4 19.964 757907091 15.94 54993304 9.68 13.78| Benzyl acetate 95%
5 28.546 111341926 2.34 19215842 3.38 5.79 | Eugenol 98%
6 30.329 159071238 3.34 23837787 419 6.67 | cis-Jasmone 96%
7 34.293 64440213 1.36 8931611 157 7.21| Jasmine lactone 96%
8 35.079 88758758 1.87 19999422 352 4.4 .alpha.-Farnesene 97%
9 37.615 97645041 2.05 18175744 3.20 5.37| cis-Hexenyl-3-benzoate 97%
10 38.402 26199802 0.55 5655090 0.99 4.63 | Methyl N-acetylanthranilate 97%
11 40.358 60156213 1.26 11637483 2.05 5.17| Methyl jasmonate 94%
12 44.989 483914420 10.18 41348718 7.28 11.70| Benzyl Benzoate 91%
13 47.482 38726566 0.81 7518882 132 5.15 | Neophytadiene 96%
14 47.615 34615784 0.73 6647606 117 5.21 | 2-Pentadecanone, 6,10,14-trimethyl- 94%
15 50.487 110804842 2.33 22660942 3.99 4.89 | Methyl palmitate 96%
16 51.280 404558887 8.51 51003295 8.97 7.93
17 52.029 150164186 3.16 10303090 1.81 14.57 | Palmitic acid 94%
18 53.593 228202618 4.80 38181035 6.72 5.98 trans-Geranylgeraniol 93%
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Annexe 4 :

Chromatogramme GC-MS de I’huile essentielle de thym

intensity

Chromatogram HE Thym C:\GCMSsolution\Data\Chouaha\HE Jasmin et Thym\HE Thym.qgd

TIC

90,000,000

508044,

11.173

.051

12.419

~14.600

16.895

983

1.413

2527

Tableau des constituants de I’huile essentielle de thym

68.0
min

Peak Report TIC
Peak# R.Time 1. Time F.Tine Area| Area% Height| Height% A/H|Name

1 8.018 7.875 8.130 50077368 112 0828078 2.65 5.10| .alpha.-Thujene 97%
2 8300 8130 8420 60122665 1.34 12304912 3.32 4.89| alpha.-Pinene 97%

3 11.099 10.955 11.305 123578666 2.76 25935886 7.00 4.76| beta.-Myrcene 96%
4 12.336 12.145 12.465 100996211 225 16215883 4.38 6.23 | (+)-4-Carene 95%

5 12.933 12.560 12.960 835967323 18.65 66675020 18.01 12.54| p-Cymene 85%

6 13.019 12.960 13.175 48318727 1.08 10395640 2.81 4.65| D-Limonene 94%

7 14.498 14.270 16.460 301609604 6.73 47915422 1294 6.29| gamma -Terpinene 95%
8 16.777 16.460 16.820 303645257 6.78 38651011 10.44 7.86| Linalool 98%

9 26.681 25.775 26.750 2205676787 49.21 56901618 15.37 38.76| Thymol 90%
10 26.842 26.720 26.885 299661337 6.69 53043246 14.33 3.65 | p-Cymen-7-ol 85%
11 31.283 31.095 31.460 111572341 249 23957722 6.47 4.66 | Caryophyllene 97%
12 32357 32210 32.525 40575548 0.91 8446068 2.28 4.80| Thymoquinol 89%

4481801834 100.00 370270506 100.00
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Annexe 5 :
Test KRL
Pouvoir antioxydant des huiles essentielles
(test KRL)
Augmentation du temps de demi-hémolyse du sang témoin
(%)
Concentrations* HE Thym HE Jasmin
(mg/L) Moyenne SD Moyenne SD
0 0,00 0,00 0,00 0,00
1 59,56 2,31 11,74 0,41
2 86,71 3,24 23,23 1,46
5 115,69 3,12 52,05 2,58
10 147,74 5,68 89,37 4,04
20 194,62 6,90 127,77 5,58
50 259,09 6,15 186,88 6,51
100 283,37 4,93 229,37 3,55
Pouvoir antioxydant des huiles essentielles
Equivalents mg de Trolox/g et mg d'acide gallique/g
Concentrations* HE Thym HE Jasmin
20 mg/L Moyenne SD Moyenne SD
Eq. mg Trolox/g HE 3676 215 2412 94
Eq. mg ac.Gallique/g HE 1741 14 1143 22
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Augmentation du temps
de demi-hémolyse du sang

Augmentation du temps

de demi-hémolyse du sang

témoin (%)

TEST KRL
Efficacité antioxydante du Trolox

250

200

[EnY
[
o

=
o
o

Ul
o

y =0.6635 x

0 100 200 300 400 500
Concentration (uLM)
TEST KRL
Efficacité antioxydante de l'acide
gallique
1 y=09510x
-""I""I""I""I
0 50 100 150 200

Concentration (LM)

* Trolox
Conc (uM) Trolox
Y SD
0 0.00 0.000 3
5 5.50 0.770 3
10 9.59 1.030 3
20 17.73 0.580 3
50 41.36 0.660 3
100 77.16 3.830 3
200 147.75 7.010 3
500 322.48 16.020 3
* Acide gallique
Conc (uUM) Acide Gallique
Y SD
0 0.00 0.000 3
2 294 2.700 3
5 3.43 0.400 3
10 8.63 0.980 3
20 18.03 0.710 3
50 45.77 1.960 3
100 94.06 1.610 3
200 191.32 7.110 3
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Equivalents mg de

Equivalents mg d'acide

gallique/g
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Abstract: Trans-resveratrol is a natural polyphenol showing numerous biological properties, espe-
cially anti-tumoral and antioxidant activity. Among numerous resveratrol derivatives, aza-stilbenes,
which bear an imine bound, show interesting biological activities. In the present study, we synthesized
a series of imine analogs of trans-resveratrol (seven aza-stilbenes) following an easy and low-cost
procedure of green chemistry. The toxicity of synthesized aza-stilbenes, which is currently unknown,
was evaluated on murine neuronal N2a cells, comparatively to frarns-resveratrol, by considering: cell
density evaluated by staining with sulforhodamine 101; esterase activity, which is a criteria of cell
viability, by staining with fluorescein diacetate; and transmembrane mitochondrial potential, which
is known to decrease during cell death, by staining with DiOCg(3) using flow cytometry. In addition,
the antioxidant activity was quantified with the KRL (Kit Radicaux Libres) assay, the DPPH (2,2'-
diphenyl-1-picrylhydrazyl radical) assay and the FRAP (ferric reducing antioxidant power) assay. The
PAOT (Pouvoir Antioxidant Total) score was also used. The aza-stilbenes provide different cytotoxic
and antioxidant activities, which are either higher or lower than those of frans-resveratrol. Based on
their cytotoxic and antioxidant characteristics, all synthesized aza-stilbenes are distinguished from
trans-resveratrol.

Keywords: frans-resveratrol; aza-stilbenes synthesis; antioxidant activity; cytotoxicity; murine
neuronal N2a cells

1. Introduction

Polyphenolic compounds present in numerous plants exhibit a large variety of bio-
logical properties [1]. Among them, polyphenolic stilbenoids occupy an important place
in the field of health-beneficial molecules. In this series, the most-studied molecule is the
trans-resveratrol (RSV) or 3,4 5-trihydroxystilbene, a phytoalexin, present in numerous
edible plants such as peanuts, red fruit including grapes and therefore in red wine.

RSV is implied in the French paradox [2,3] and in the Mediterranean diet [4,5]. The
interest aroused by RSV since the 1990s [6] is especially due to its pleiotropic antifungal
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and therapeutic activities in the treatment of inflammatory diseases and some cancer.
Unfortunately, the weak bioavailability of RSV does not allow to consider it as a perfect
therapeutic molecule [7]. Indeed, RSV is rapidly metabolized and degraded [5]. Numerous
synthetic derivatives of RSV were elaborated to improve and target more of some biological
activities and to enhance their water solubility. Different ways to modify RSV while keeping
the initial stilbenoid skeleton were reported as transformation of phenolic functions into
ester or ether functions [8-10], or by addition of different substituents on the aromatic
rings [11-14], or by changing a phenyl with an aromatic heterocycle [15] or an aromatic
organometallic cycle [13]. Moreover, the C = C bond may be replaced with an isosteric
fragment as an aromatic heterocycle [16], or with a C =N bond or a N = N bond to provide
aza-stilbenes AZA-ST [17] and azo-stilbenes AZO-ST [18], respectively (Figure 1).

/Ny

£ /Ny

—\ R n/— \ —\ R
27 —~ 7

Aza-stilbenes AZA-ST Azo-gtilbenes AZQ-ST

Figure 1. Structure of trans-resveratrol RSV, aza-stilbenes AZA-5T and azo-stilbenes AZO-ST.

Recently, biological activities of these series of bio-isosteric resveratrol derivatives were
reviewed, especially the antioxidant properties of AZA-ST [19]. Regarding resveratrol,
the replacement of the C = C bond by the isosteric fragment C = N gives noteworthy
behaviors to these derivatives. In addition, the presence of one or more hydroxyl groups
and their position on aromatic cycles bring more or less strong antioxidant properties to aza-
stilbenes. In this report, seven aza-stilbenes la—1g were synthesized by using previously
described methods, which were improved by including criteria of green chemistry [20-25]
(Figure 2), and we evaluated their toxicity on murine neuronal N2a cells, comparatively to
trans-resveratrol, by taking into account the following parameters: cell density evaluated
by staining with sulforhodamine 101 (SR101); esterase activity, which is a criteria of cell
viability, by staining with fluorescein diacetate (FDA); transmembrane mitochondrial
potential (A¥m), which is known to decrease during cell death, by staining with 3,3'-
dihexyloxacarbocyanine Iodide (DiOC¢(3)) and flow cytometry; antioxidant activity was
quantified with the KRL (Kit Radicaux Libres) assay as previously described [26,27] as
well as with the DPPH (2,2’-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical) assay [28] and the ferric
reducing antioxidant power FRAP (ferric reducing antioxidant power) assay [29,30]. The
PAOT (Pouvoir Antioxydant Total) score was also used [31].

HOON >
>_®7°M°
1s H Br

\

Figure 2, Structure of aza-stilbenes la-1g.
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As it is assumed that aza-stilbenes would be less degraded than ¢rans-resveratrol both
in vitro and in vivo, their use for therapeutic purposes could be considered, provided that
these molecules do not exhibit a greater toxicity than that of frans-resveratrol while having
retained the antioxidant properties of this one.

2. Results and Discussion
2.1. Chemistry

Aza-stilbenes may be easily synthesized by a one-step condensation reaction between
aromatic aldehydes and primary aromatic amines (Scheme 1). The commercially available
reactants often bear hydroxyl, methoxyl, methyl or halogenated atoms as substituents,
which makes it possible to obtain a large series of aza-stilbenes. The reaction between an
equimolar amount of aromatic aldehydes and primary aromatic amines may be carried out
in refluxing EtOH with a catalytic amount of triethylamine [20] or of HC1 [21,22]. However,
aza-stilbenes may be obtained by stirring an equimolar amount of aromatic aldehydes
and primary aromatic amines in a small volume of water as solvent at room temperature
during 0.5 to 3 h. The products are isolated by filtration with high yields [23]. In this report,
we chose this cost-effective method [24,25] that we have improved by introducing several
criteria of green chemistry.

AZA-ST
a): refluxing EtOH with Et;N or HCl as catalyst  b): in water at room temperature

Scheme 1. Synthetic methods for obtaining aza-stilbenes AZA-ST.

It has been shown that the antioxidant activities of trans-resveratrol (further defined
as resveratrol) are often due to an OH group in position 4’ [32,33]. Thus, to keep a com-
parison setting between resveratrol and aza-stilbenes, AZA-ST la—g were prepared from
4-hydroxyaniline (2) and different aromatic aldehydes 3a-g as described in Scheme 2. Com-
pounds la-le have been reported by different authors [20,21]. Among them, Kotora et al.
have characterized aza-stilbenes 1a—d, especially by NMR spectroscopy [25]. In this re-
port, we have carried out ', COSY and NOESY NMR experiments of all compounds to
assign chemical shifts of aromatic protons as well as 3¢, jmod, H5QC and HMBC NMR
experiments to highlight coupling between the 'H and '3C nucleus.

=\ R H,0
HOONHZ + OHC@ Room Temperature HOO\ _/ "
\ 7 M
2 3ag

1a-g

a: R=4-OH; b: R =3-0OH; ez R = 2-OH; d: R = 3,5-di-OH; 8: R = 4-OMe; f: R=4-Br; g: R = 2-Br

Scheme 2. Synthesis of AZA-ST la-g.

Towards stilbenes synthesis, preparation of AZA-ST may be carried out in a one-
step sustainable reaction. Indeed, synthesis of hydroxystilbenes derived from resveratrol
requires several steps, including protection and deprotection reactions [11,13]. In addition,
stilbenes are isolated under a mixture of both E and Z isomers, whose proportions depend
on the method used (Heck or Wittig method) [13]. In contrast, in the case of AZA-ST, only
the E isomers are isolated because the Z configuration is not thermally favored [34].
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2.2. Cytotoxicity

Some experiments were realized to determine and compare the cytotoxic activities of
aza-stilbenes 1a to 1g to resveratrol in a range of concentration from 1.5 to 100 uM (48 h).
In this range of concentration, resveratrol is known to have differentiating activities on
N2a cells at low concentrations (6.25 and 12.5 uM, 48 h) [35] and to induce cell death at
concentrations higher than 12.5 uM [36]. In the present study, three complementary assays
(SR101, FDA and DiOCg(3) assays) were used to determine the cytotoxic activities of aza-
stilbenes 1a to 1g comparatively to resveratrol. Among these different assays, SR101 gives
information on cell density, which reflects cell growth and cell adhesion. With the different
aza-stilbenes used, as well as with resveratrol, the decrease of fluorescence observed with
the SR101 assay corresponds to a decrease of cell density, which is relied with a loss of cell
adhesion associated with an increasing of floating cells (dead cells) in the culture medium
(Figure 3).

Based on the SR101 test, the cytotoxicity of aza-stilbenes and resveratrol were in the
following range of order: resveratrol > aza-stilbene 1g > aza-stilbene 1b > aza-stilbene 1d
> aza-stilbene 1c >aza-stilbene 1a > aza-stilbene 1d > aza-stilbene 1e (Figure 3). The FDA
assay indicates a loss of esterase activity, obtained in the same range of concentrations as
the loss of cell adhesion observed with SR101 (Figure 4). This supports that aza-stilbenes-
and resveratrol-induced cell death trigger plasma-membrane damages; this agrees with
the concentration-dependent decrease of esterase activity observed with the different
aza-stilbenes studied and with resveratrol.

As it is well established on different cell types, including N2a cells, that resveratrol
triggers mitochondrial dysfunctions in a concentration-dependent manner [36], the effects
of aza-stilbenes have been studied at the mitochondrial level and compared with those
of resveratrol. With the used of DiOC4(3), which allows quantifying the A¥m, a more or
less pronounced loss of AYm was observed with the different aza-stilbenes since 12.5 uM
(Figure 5).

Our data show important differences of toxicity from one aza-stilbene to another. In
addition, based on the different cytotoxic assays used, the most cytotoxic aza-stilbenes are
aza-stilbene 1g and aza-stilbene 1b (Table 1). The toxicity of these two aza-stilbenes evocates
the toxicity observed with resveratrol, whereas the toxicities of the other aza-stilbenes (1a,
1¢, 1d, 1e and 1f) are lower than with resveratrol.

Table 1. IC50 values of resveratrol and aza-stilbenes 1a to 1g obtained with the SR101, FDA et
DiOC4(3) assays. Sulforhodamine 101 (SR101, evaluation of cell density), fluorescein diacetate
(FDA, esterase activity /evaluation of cell viability) and DiOC(3) (measurement of transmembrane
mitochondrial potential (A'Y'my}). Aza-stilbenes were compared with resveratrol (frans-resveratrol).

Molecular Molecular Weight 1C50 uM IC50 uM IC50 uM
Formula (g/mol) (SR101) (FDA) (DIOC4(3))
Resveratrol C14H12Oz 228.24 ~12.5 6.25 <1C50< 125 100
Aza-Stilbene 1a CpaHj NG, 213.228 25 < IC50 < 50 125 50 < IC50 < 100
Aza-Stilbene 1b CyizHijiNO, 213.228 12.5 12,5 < IC50 < 25 50 <IC50 < 100
Aza-Stilbene 1c CH; NG, 213.228 25 12.5 < IC50 < 25 50 < IC50 < 100
Aza-Stilbene 1d CpaHyNO; 229.228 25 6.25 50 < IC50 < 100
Aza-Stilbene 1e CyzHioNOBr 227.254 25 < IC50 <50 6.25 < 1C50<12.5 50 < IC50 < 100
Aza-Stilbene 11 Cy3HygNOBr 276.11 25 < IC50 <50 12.5 50 < IC50 < 100
Aza-Stilbenelg Cy3H1oNOBr 276.11 6.25 ~12.5 50 <IC50 < 100
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Figure 3. Evaluation with the sulforhodamine 101 (SR101) assay of the effects of resveratrol and
azastilbenss latolg on cell density. N2a cells were incubated for 42 howith or without resveratrol
or aza-stilbenes 1ato 1gin a range of concentrations from 1.5 to 100 phi, Cell density evaluated
with SR101 reflects the quantity of adherent cells, The dotted red line makes it presible to evaluate
the value of the concentration or the range of concentrations reducing the number of adherent cells

by 509 (IC50). Data are the mean + 5D of two independent experiments parformed in triplicate.
Significance of the differences betwreen contrel (untreated cells), Resveratrol (tfaus-resveratral) or
aza-stilbenes lato lg—treated cells; Student’s f test: ¥ p < 0005 or less,
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Figure 4, Evaluation with the fluorescein diacetate (FDA) assay of the effects of resveratrol and
aza-stilbenes 1a to 1g on cell viability, N2a cells were incubated for 48 hwith o without resveratrol
or aza-stilbenesla to 1gin a range of concentrations from 1.5 to 100 pM. The dotted red line makes
it possible to evaluate the value of the cohcentration, ot the tahge of cohcentrations, reducing
cell wiability by 50% (ICEQ). Data are the mean = 8D of two independent experiments performed
in triplicate. Significance of the differences between control (Untreated cells), Resveratrol (frams-
tesveratrol) or aza-stilbenes 1a to Tg—treated cells; Student’s £ test: * p < 0,05 or less,
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Figure 5. Flow cytometric evaluation of transmembrane mitochondrial potential (A% m) with
DiOCE(3) under treatment with resveratrol and aza-stilbenes 1a to 1g. N2a cells were incubated for
48 h with or without resveratrol or aza-stilbenes 1a to 1g in a range of concentrations from 1.5 to
100 pM. Data are the mean &+ 5D of two independent expeariments parformed in triplicate. Significanca
of the differences between control {untreated cells), Resveratrol (fmns-resveratrol) or aza-stilbenes la
to 1g—treated cells; Student’s £ test: *p < 0.05 or less,
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In addition, as resveratrol is also known for its antioxidant properties, the antioxidant
activities of aza-stilbenes la to 1g were determined with the KRL assay and compared
with resveratrol. All the aza-stilbenes considered have higher antioxidant activities than
resveratrol (Figure 6). The highest antioxidant activities were observed with aza-stilbenes
1d and 1b; the antioxidant activities of aza-stilbenes (1a, 1c, 1e, 1f and 1g) were similar and
lower (Figure 6).

] * Resveratrol
- .
E 2504 « Aza-Stilbene 1a
B
L] 4
2 2009 « Aza-Stilbene 1b
0 -
ET ] -
s E 1509 + Aza-Stilbene 1c
E S « Aza-Stilbene 1d
s g 1004
H] . Aza-Stilbene 1e
3 503 . Aza-Stilbene 1f
[

0 T T T T T o Aza-Stilbenelg
0 10 20 30 40 50
Concentration
(umol /1)

Figure 6. Quantification of the antioxidant activity of resveratrol and aza-stilbenes 1a to 1g with the
KRL test.

Data obtained with the KRL assay, which integrates the ability of an antioxidant
molecule to neutralize reactive oxygen species and to prevent the peroxidation of membrane
lipids, were associated with two conventional antioxidant assays: the DPPH (2,2’-diphenyl-
1-picrylhydrazyl radical) and the FRAP (ferric reducing antioxidant power) assays. The
data obtained with the DPPH assay, which only take in consideration the ability of an
antioxidant molecule to neutralize a radical, allow to distinguish the different aza-stilbenes
and the resveratrol. With the DFPH assay (at the exception of aza-stilbene 1c and 1g),
as observed with the KRL test, the aza-stilbenes have higher antioxidant activities than
resveratrol (Table 2).

Table 2, Antioxidant activities of resveratrol and aza-stilbenes.

Antioxidant Activities of Resveratrol and Aza-Stilbenes 1a-1g
Evaluated with Different Assays

Compounds KRL DPPH FRAP PAOT Score
(20 uM) (25 uM) (25 uM) (25 uM)

Resveratrol 72.81 +£1.10 32.76 + 6.40 10.41 £ 0.05 19.39 + 1.06
Aza-stilbene 1a 129.74 +£3.92 35.07 £ 1.75 10.52 + 0.05 42.65 +0.78
Aza-stilbene 1b 141.29 4 4.65 38.84 +1.90 10.02 £ 0.04 3411 £ 018
Aza-stilbene 1c 128.38 4+ 2.03 5.51 +2.25 12.32 + 0.06 13.34 + 054
Aza-stilbene 1d 154.63 + 3.50 47.84 + 235 11.05 + 0.07 5649 £+ 0.59
Aza-stilbene le 116.06 4 4.40 48.55 + 2.40 10.34 + 0.05 ND
Aza-stilbene 1f 123.78 + 5.16 53.69 + 2.65 10.41 + 0.05 ND
Aza-stilbene 1g 125.76 + 3.39 17.23 £ 0.85 10.18 4 0.04 ND

Aza-stilbenes and resveratrol were used either at 20 or 25 uM. No differences were observed between resveratrol
and aza-stilbenes with the FRAP assays. According to the KRL assay, DPPH assay and PAOT, various antioxidant
properties of aza-stilbenes and resveratrol were identified. The KRL assay is expressed as increase of haemolysis
time (% of control); DPPH assay: % inhibition; FRAP assay: uMol Fe** reduced per mM of resveratrol and
aza-stilbenes; PAOT score: (PAOT Score/L) of analyzed sample. Data are means of 1-2 independent experiments
realized in triplicate. N.D: not determined.
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As polyphenols are known for their chelating properties towards various metals, in-
cluding Fe [37], it is supposed that the antioxidant and chelating properties of polyphencls,
and probably of aza-stilbenes, could interfere when the FRAP assay is used. For this reason,
in agreement with this hypothesis, it was unable to discriminate the antioxidant properties
of resveratrol and aza-stilbenes with this method.

The PAOT score, which has been recently described [25], was also used and compared
with the KRL and DPPH assay. The PAOT score is based on the measurement of the
scavenging properties of antioxidants with the use of an electrochemical method. The data
obtained with resveratrol and few aza-stilbenes also allow to distinguish the molecules
tested. Based on the simultaneous use of the KRL, DPPH and PAOT assay, it is considered
that the aza-stilbenes 1a and 1d have the highest antioxidant activities, whereas aza-stilbene
1c has the lowest antioxidant characteristics (Table 1).

Itis important to underline that some differences were observed from one antioxidant
assay to another, since the different assays used to evaluate the antioxidant activities
measure different parameters.

As aza-stilbenes have antioxidant activities, it will be further of interest to evaluate
their differentiating activities on N2a cells to determine their neurotrophic effect {antiox-
idant activity + differentiating activity on nerve cells) [35,28]. This can have important
applications in the context of regenerative medicine. In addition, as resveratrol has also
been shown to induce the differentiation of murine myoblasts C2C12 in myotubes [39],
there is also an interest to further evaluate the ability of aza-stilbenes to act on the differen-
tiation of skeletal muscle cells. This can also have important applications in the context of
aging for the treatment of sarcopenia, which is characterized by a decrease of the muscular
mass in the elderly [40].

3. Conclusions

Comparatively to resveratrol (trans-resveratrol), the aza-stilbenes synthetized have
either higher or lower cytotoxic and antioxidant activities. Our data show that all aza-
stilbenes synthesized are distinguishable based on their cytotoxic and antioxidant activities.
Thus, the aza-stilbenes produced constitute a new series of molecules for which it is
therefore justified to further specify their pharmacological activities on different in vitro
and in vivo disease models for which the trans-resveratrol has shown some effects such
as some cancer, chronic inflammatory diseases and age-related diseases (cardiovascular
diseases, ocular diseases and neurodegenerative diseases).

4. Materials and Methods
4.1. Chemistry

All reagents and solvents are purchased from commercial suppliers and used with-
out further purifications. 4-aminophenol [123-30-8], 3-hydroxybenzaldehyde [100-83-4],
salicylaldehyde [90-02-8] and 3,5-dihydroxybenzaldehyde [26153-38-8] are purchased
from Alfa Aesar (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA USA); 4-hydroxybenzaldehyde
[123-08-0] and para-anisaldehyde [123-11-5] are purchased from Acros Organics (Geel/
Antwerp, Belgium); 2-bromobenzaldehyde [6630-33-7] was purchased from Aldrich and
4-bromobenzaldehyde [1122-91-4] is purchased from TCI Europe (Zwijndrecht, Belgium).

The characterization of the products was established at the “Chemical Analysis Plat-
form of Molecular Synthesis University of Burgundy (PACSMUB)”. High-resolution mass
spectra (HRMS) were obtained on a Thermo LTQ-Orbitrap XL with ESI source. FTIR spectra
were obtained on a Brucker Alfa spectrometer (diamond ATR, Kontich, Belgium) in the
range of 4004000 em~1, TH (500 MHz) and 13C (126 MHz) NMR spectra were recorded on
Brucker 500 MHz spectrometer. The chemical shifts are given in ppm relative to DMSO
dg ('H, 3.33 and 2.50 ppm and 3C 39.52 ppm). Coupling constants  are given in Hz,
Multiplicities are given as follows: singlet (s), doublet (d), triplet (t), quadruplet (q) and
multiplet {m). “CPPh” designates protons and carbons of the aromatic ring bound to the
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carbon atom of imine, and “NPh” designates protons and carbons of the aromatic ring
bound to the nitrogen atom of imine (Figure 7).

5 6

H

4 c/ y °
AN

N 4

3 2
2 3
CPh NPh

Figure 7. Symbolism for analysis of NMR data.

General procedure for the synthesis of (hydroxyphenyliminomethyl)phenols 1a-1g.
4-aminophenol (2) (1 g, 9.17 mmol) was stirred with an equimolar amount of an aromatic
aldehyde 3a—g in 20 mL of distillated water, during 4 to 5 h at room temperature (20 °C). The
solid product obtained la-1g was filtered, washed with water, air dried and recrystallized
from ethanol, acetone, ethyl acetate or acetonitrile.

The 'H and 13C NMR spectra and the FIMBC spectra of aza-stilbenes 1a to 1g are
shown in Supplementary Materials Figures 51 and 52, respectively.
4-{[(4-hydroxyphenyliminoJmethyl jphenol (1a): recrystallized from acetone; yield 63%; m.p.
212-214 °C. IR: 3485.4 (v/O-H), 1639.3 {v/C = N), 1239.5 (v/C-0). 'H NMR (DMSO-d¢) 6:
10.00 (s, 1H, CPh OH), 9.38 (s, 1H, NPh OH), 8.43 (s, I1H, CH=N),7.72(d, 2H, | = 8.61 Hz,
CPh2,6-H),7.11 (d, 2H, ] = 8.72 Hz, NPh 2,6-H), 6.85 (d, 2H, ] = 8.58 Hz, CPh 3,5-H), 6.77 (d,
2H, ] = 8.72 Hz, NPh 3,5-H). 13C NMR (DMSQO-d¢) 8: 160.1 (CPh C-1), 156.9 (C = N), 155.7
(NPh C-1), 143.2 (NPh C-4), 130.1 (CPh C-2,6), 127.9 (CPh C-4), 122.1 (NPh C-2,6), 115.6
(NPh C-3,5), 1155 (CPh C-3,5). HRMS (ESI+) m/z: 214.0861 [M + H]+ calc. for C;3H;pNG,*,
214.0863, found 214.0861.
3-{[(4-HydroxyphenylyiminoJmethyljphenol (1b): no recrystallization; yield 87%; m.p. 193-195
°C. IR:3296.5 (v/0O-H), 1622.2 (v/C = N), 1214.7 (v/C-O). IHNMR (DMSO-d6) b: 9.61 (s,
1H, CPh OH), 9.47 (s, 1H, NPh OH), 8.50 (s, 1H, CH = N), 7.32 (m, 1H, CPh 4-H), 7.28 (s,
1H, CPh 6-H), 7.27 (m, 1H, CPh 2-H), 7.17 (d, 2H, ] = 8.70 Hz, NPh 2,6-H), 6.90-6.86 (m, 1H,
CPh 5-H), 6.79 (d, 2H, ] = 8.70 Hz, NPh 3,5-H). 13C NMR (DMSO-dé) &: 157.6 (CPh C-1),
157.2 (C = N), 156.2 (NPh C-1), 142.6 (NPh C-4), 137.8 (CPh C-3), 129.7 (CPh C-6), 122.5
(NPh C-2,6), 119.9 (CPh C-2), 118.1 (CPh C-5), 115.7 (NPh C-3,5), 113.9 (CPh C-4). HRMS
(ESI+) mi/z: 214.0862 [M + H]+ calc. for C13H12NO2+, 214.0863, found 214.0862.
2-{[(4-Hydroxyphenylliminc]methyljphenol (1c): no recrystallization; yield 11%; m.p.
138-139 °C. IR: 3392.1 (v/O-H), 3280.5 (v/O-H), 1613.8 (v/C = N), 1209.1 (v/C-0). 1H
NMR (DMSO-d6) 6: 13.41 (s, 1H, CPh OH), 9.67 (s, 1H, NPh OH), 8.90 (s, 1H, CH = N), 7.59
(dd, 1H, ] =7.67,1.62 Hz, CPh 6-H), 7.37 (m, 1H, CPh 5-H), 7.32 (d, 2H, ] = 8.77 Hz, NPh
2,6-H), 6.96 (d, 1H, ] = 7.40 Hz, CPh 3-H), 6.93 (d, 1H, ] = 8.31 Hz, CPh 4-H), 6.84 (d, 2H,
J=8.75 Hz, NPh 3,5-H). 13C NMR (DMSO-dé) 8: 160.7 (C = N), 160.6 (CPh C-1), 157.4 (NPh
C-1), 139.7 (NPh C-4), 133.0 (CPh C-5), 132.7 (CPh C-6), 123.1 (NPh C-2,6), 119.9 (CPh C-2),
119.4 (CPh C-3), 116.9 (CPh C-4), 116.4 (NPh C-3,5). HRMS (ESI+) m/z: 214.0861 [M + H]+
cale. for C13H12NO2+, 214.0863, found 214.0 861.
54{[(4-Hydroxyphenyl)iminoJmethyl foenzene-1,3-diol (1d): washed with hot ethyl acetate; yield
60%; m.p. decomposed at 238 °C. IR: 3481.2 (v/O-H), 3273.2 (v/O-H), 1624.0 (v/C =N),
1213.8 (v/C-0). ITHNMR (DMSQO-dé) 6: 9.46 (s, 1H, NPh OH), 9.44 (s, 2H, CPh OH), 8.39 (s,
1H, CH =N), 7.16 (d, 2H,] = 8.71 Hz, NPh 2,6-H), 6.78 (d, 2H, ] = 8.71 Hz, NPh 3,5-H), 6.76
(d, 2H, T =220 Hz, CPh 2,6-H), 6.32 (t, 1H, ] = 2.21 Hz, CPh 4-H). 13C NMR (DMSO-d6) é:
158.6 (C =N), 1574 (CPh C-1), 156.1 (NPh C-1), 142.6 (NPh C-4), 138.3 (CPh C-3,5), 122.5
(NPh C-2,6), 115.7 (NPh C-3,5), 106.4 (CPh C-2,6), 105.2 (CPh C-4). HRMS (ESI+) m/z
230.0811 [M + H]+ calc. for C13H12NO3+, 230.0812, found 230.0811.
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4-{[(4-Hydroxyphenyl)iminoJmethyljanisole (1e): recrystallized from ethanol; yield 40%; m.p.
188-190°C. IR: 1602.8 {(v/C = N), 1221.3 (v/C-O). IH NMR (DMSO-d6) 6: 9.42 (s, 1H, OH),
8.51 (s, 1H, CH=N), 7.83 (d, 2H, | = 8.75 Hz, CPh 2,6-H), 7.15 (d, 2H, ] = 8.67 Hz, NPh
2,6-H), 7.04 (d, 2H, ] = 8.70 Hz, CPh 3,5-H), 6.78 (d, 2H, ] = 8.67 Hz, NPh 3,5-H), 3.82 (s, 3H,
CH3). 13C NMR (DMSQO-dé) 6: 161.5 (CPh C-1), 156.6 (C = N), 155.9 (NPh C-1), 143.0 (NPh
C-4),130.0 (CPh C-2,6), 129.4 (CPh C-4), 122.3 (NPh C-2,6), 115.7 (NPh C-3,5), 114.2 (CPh
C-3,5), 55.4 (CH3). HRMS (ESI+) m/z: 228.1018 [M + H]+ calc. for C14H14NO2+, 228.1019,
found 228.1018.

4-{[(4-Hydroxyphenyl)imino]methyl}bromobenzene (1f): recrystallized from acetonitrile; yield
33%; m.p. 205-206 °C. IR: 1618.7 (v/C = N), 1223.9 (v/C-0). 1IH NMR (DMSO-dé) 5: 9.54 (s,
1H, OH),8.61 (s, 1H, CH=N), 7.84 (d, 2H, ] = 8.48 Hz, CPh 2,6-H), 7.70 (d, 2H, ] = 8.40 Hz,
CPh3,5-H),7.22 (d, 2H, ] = 8.70 Hz, NPh 2,6-H), 6.80 (d, 2H, ] = 8.70 Hz, NPh 3,5-H). 13C
NMR (DMSO-dé) 6: 156.5 (CPh C-1), 155.9 (C = N), 142.2 (NPh C-1), 135.7 (NPh C-4), 131.8
(CPh C-3,5), 130.0 (CPh C-2,6), 124.3 (CPh C-4), 122.7 (NPh C-2,6), 115.7 (NPh C-3,5). HRMS
(ESI+) 11/ z: 276.0018 [M + HI+ calc. for C13H1INOBr+, 276.0019, found 276.0018.
2-{[(4-Hydroxyphenyl)iminofmethylbromobenzene (1g): recrystallized from acetonitrile; yield
35%; m.p. 152-153 °C. TR: 1613.7 (v/C = N, 1236.2 {v /C-O). TH NMR {500 MHz, DMS0-d6)
5: 9.62 (s, 1H, OT), 8.79 (s, 11, CH = N), 8.11 (dd, 1H, [ = 7.75 Hz, CPh 6-H), 7.74 (dd,
1H, ] =7.94 Hz, CPh 63H), 7.50 (t, 1H, | = 7.43 Hz, CPh 5-H), 7.44 (td, 1H, ] = 7.61 Hz,
CPh 4-T1), 7.23 (d, 211, ] = 8.73 Hz, NPh 2,6-11), 6.83 (d, 211, | = 8.73 Hz, NPh 3,5-11). 13C
NMR (126 MHz, DMSO-d6) §: 156.9 (CPh C-13, 155.0 (C = NJ), 142.2 (NPh C-1), 134.3 (CPh
C-2), 133.2 (CPh C-3), 132.6 (CPh C-43, 128.5 (CPh C-6), 128.1 (CPh C-5), 125.0 (NPh C-4),
122.7 (NPh C-2,6), 115.9 (NPh C-3,5). HRMS (ESI+) m/z: 276.0018 [M + H]+ cale. for
C13H1INOBr+, 276.0019, found 276.0018.

4.2. Cell Culture and Treatments

The mouse neuro-2a (N2a) neuroblastoma cell line (Ref: CCL-131, American Type
Culture Collection (ATCC), Manassas, VA, USA) was maintained in Dulbecco’s modified
Eagle medium (DMEM, Lonza, Amboise, France) containing 10% (2/0) of heat-inactivated
fetal bovine serum (FBS) (Pan Biotech, Aidenbach, Germany) (30 min, 56 °C) and 1% (2/0) of
penicillin (100 U/mL)/streptomycin (100 mg/mL) (Pan Biotech). The cells were incubated
at 37 °C in a humidified atmosphere (5% CO5, 95% air) and passaged twice a week. The
cells were seeded at 60,000 cells per well containing 1 mL of DMEM supplemented with
10% (/) heat-inactivated FBS and 1% antibiotics (penicillin, streptomycin) in 24-well plates
(FALCON, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). The stock solutions of resveratrol
(trans-resveratrol, RSV) and aza-stilbenes (AZA-ST 1a to 1g) were prepared as follows:
resveratrol (reference of the product: 501-36-0; purity 99%; Sigma-Aldrich, 5t Quentin-
Fallavier, France) was prepared at 50 mM in absolute ethanol (EtOH; Carlo Erba Reagents,
Val de Reuil, France); AZA-ST 1a to 1g were prepared at 50 mM in dimethyl sulfoxide
(DMSO; Sigma-Aldrich). The aspects of resveratrol and aza-stilbenes in solution are shown
in supplementary Figure S3. In order to evaluate the effects of aza-stilbenes on N2a cells
comparatively to resveratrol (effects on cell density, esterase activity and transmembrane
mitochondrial potential (A¥m)), the growth medium was removed after 24 h of culture
and the N2a cells were incubated either with resveratrol or aza-stilbenes used at various
concentrations ranging from 1.5 to 100 uM for 48 h. The highest concentration of 100 M
is obtained by diluting 16 pL of stock solution (resveratrol or aza-stilbene; stock solution
at 50 mM) in 8 mL of culture medium. Concentrations of 50 to 1.5 uM are obtained by
successive dilution in cascade of two by two in culture medium. The effects of vehicles
(DMSQO, ethanol) were evaluated at their highest concentration (0.2% v/v).

4.3. Measurement of Cell Density: Sulforhodamine 101 (SR101) Assay

Sulforhodamine 101 (SR101) (reference of the product: 57635, Sigma Aldrich) assay
was used to assess the cytotoxic effect of resveratrol and AZA-ST on N2a cells at different
concentrations ranging from 1.5 to 100 uM. SR101 is an anionic dye that electrostatically
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binds to cellular proteins [35,36]. SR101 permits the quantification of adherent cells, con-
sidered as viable cells, since cell death is associated with a loss of cell adhesion. The
experiments were realized four times in triplicate. The data were expressed as percentage
of the control.

4.4. Measurement of Esterase Activity: Fluorescein Diacetate (FDA) Assay

Cell viability was measured with the fluorescein diacetate (FDA) (reference of the
product: F1303, Invitrogen/Molecular Probes) assay, which considers esterase [35,41].
The N2a cells, previously cultured for 24 h in 24-well plates in DMEM containing 10%
FBS, were further incubated for 48 h, with and without resveratrol, or AZA-ST, used at
different concentrations (1.5 to 100 uM). At the end of treatment, cells were incubated in
the dark with 15 ug/mL FDA for 5 min at 37 °C, rinsed twice with phosphate buffered
saline (PBS), then lysed with 10 mM Tris-HCI solution containing 1% sodium dodecyl
containing 1% sodium dodecyl sulfate (SDS) for 10 min. Using a TECAN fluorescence
microplate reader (Sunrise spectrophotometer, TECAN, Lyon, France), the fluorescence
intensity was measured with an excitation at 485 nm and an emission at 528 nm. All assays
were performed in three independent experiments and performed in triplicate. Data were
expressed as percentage of untreated cells (control).

4.5. Measurement of Transmembrane Mitochondrial Potential (K¥m):
3,3'-Dihexyloxacarbocyanine IODIDE (DiOCg(3)) Assay

The variation of the mitochondrial transmembrane potential (A% m) was measured
using 3,3'-dihexyloxacarbocyanine iodide (DiOC4(3)) (D273, Invitrogen/Thermo Fisher
Scientific, Montigny le Bretonneux, France). This fluorochrome accumulates in the mito-
chondria proportionally to the A¥m value [42]. The higher the A¥m, the more the probe
accumulates. After 48 h of treatment, adherent cells collected by trypsinization were pooled
with non-adherent cells and stained with a solution of DiOCg(3) at 40 nM (15 min; 37 °C).
The cells were immediately analyzed on a BD Accuri™ C6 flow cytometer (BD Biosciences,
San Jose, CA, USA). The loss of A¥m is indicated by a decrease in the intensity of the green
fluorescence collected through a band pass filter of 520 £ 10 nm. For each sample, 10,000
cells were acquired, and the data were analyzed with Flow]Jo (Tree Star Inc., Carrboro, NC,
USA) software. All assays were performed in triplicate.

4.6. Measurement of Antioxidant Activity with the KRL (Kit Radicaux Libres) Assay

The KRL (Kit Radicaux Libres) test was used to assess the oils” overall antioxidant
activity by their ability to protect erythrocytes against a controlled free radical attack at
varying concentrations [20,21]. Diluted control blood samples were exposed to organic
free radicals generated at 37 °C from the thermal decomposition of a solution of 2.2/-
azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH). In order to record haemolysis, the
turbidimetric optical density decline at 620 nm was measured using a 96-well microplate
reader (KRL Reader, Kirial International; Couternon, France). The antioxidant activity
of the tested oil samples was expressed in Trolox equivalents and gallic acid equivalent.
Lara-Spiral laboratory performed the KRL test (Couternon, France).

4.7. Measurement of Antioxidant Activity with the DPPH (2,2 -Diphenyl-1-Picrylhydrazy!
Radical) Assay

The DPPHe radical is a stable soluble molecule characterized by its deep-violet color,
with an absorption maximum at 515 nm. Antioxidants (AH) or other radical species (Re)
are able to react with this stable radical (DPPHe) by providing an electron or hydrogen
atom, thus reducing it to 2,2-diphenyl-1-hydrazine (DPPH-H) or a substituted analogous
hydrazine (DPPH-R) characterized by colorless or pale-yellow color that could be easily
monitored with a spectrophotometer. In the present study, the free radical scavenging activ-
ity was determined by the DPPH assay as previously described [22]. DPPHe was prepared
in 95% methanol and protected from light. In 96-well plates, 40 uL of DPPH (0.2 mmol/L)
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was added to 160 uL of sample or blank, and the mixture was homogenized and left to
stand in the dark for 30 min. Absorbance was measured using a spectrophotometer at 517
nm, and DPPPHe radical scavenging activity was expressed as a percent of inhibition (PI)
using the following equation:

PI=[(AO — A1)/A0] x 100

where AQ is the absorbance of the DPPH solution, and Al is the absorbance of the DPPH
solution after the addition of the sample. All assays were performed in three independent
experiments and performed in triplicate.

4.8. Measurement of Antioxidant Activity with the Ferric Reducing Antioxidant (FRAP) Assay

Ferric reducing antioxidant power (FRAP) is based on the reduction of Fe®* (ferric ions)
to Fe?* (ferrous ions), and the assay was carried using previously described methods [23,24].
At low pH, in the presence of 2 4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ, Sigma Aldrich, France),
the ferric-tripyridyltriazine complex (Fe**-TPTZ) is reduced to ferrous (Fe?*-TPTZ) with
the formation of an intense blue color with an absorption maximum at 593 nm. Briefly,
2.3 mL of FRAP reagent (contains 100 mL of 0.3 M acetate buffer, pH 3.6; 20 mL of 10 mM
TPTZ solution in 40 mM HCI; and 20 mL of 20 mM Fe(l3) was mixed with 0.7 mL of the
product (resveratrol or aza-stilbene 1la—1g) at different concentrations. The mixture was
then incubated at 37 °C for 30 min in the dark. The absorbance was measured at 593 nm
against a blank containing all the reagents, except the sample, using a spectrophotometer
(Safas Xenus, Monaco). The increase in absorbance of the reaction mixture indicates an
increase in reduction capacity. Results of the samples were expressed as uMol Fe?* reduced
per mM of resveratrol and aza-stilbenes from a standard calibration curve of FeSO4-7H,O.

4.9. Mensurement of Antioxidant Activity with the PAOT Liquid® Technology Assay

The total antioxidant power of resveratrol and aza-stibenes was also determined by
PAOT Liquid® Technology (patent FR1871986; 11.28.2018; https:/ /worldwide.espacenet.
com/ patent/search/family /066776410/publication/US2022031230A17q=FR1871986; ac-
cessed on 19 July 2022). This method was based on an electrochemical reaction with a
molecule in a free radical state (mediator Me), following Equation 1 (Equation (1)) [25].

Oxidized mediator Me + AOX — Reduced mediator M + oxidized AOX [@D)

Analysis was started with electrochemical potential measurement (EP control t0) of
the reaction medium (1 mL), and then 20 uL of sample was added. The potential product
(EP product t4) was registered after 4 min of interaction between the sample that contains
antioxidants and reduced mediator Me

The variation ratio of the oxidized and reduced forms of the mediator Me during
reaction gives an estimation of antioxidant activity in the sample by using Equation 2
(Equation (2))

Antioxidant activity = X 100% 2

The results were expressed as PAOT score per liter (PAOT Score/L) of the analyzed
sample.

4.10. Statistical Analysis

The experimental results were statistically analyzed with GraphPad Prism 8.0 software
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Data were expressed as the mean + standard
deviation (SD) and compared with a Student’s t-test. A p-value less than 0.05 was consid-
ered statistically significant.
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Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https://
www.mdpi.com /article/10.3390/molecules27154713 /51, 1H (500 MHz), 13C (126 MHz) NMR and
HMBC-NMR spectra of the seven aza-stilbenes synthethized; aspects of resveratrol and aza-stilbenes
in solution.
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Abstract: Trans-resveratrol (RSV) is a non-flavonoid polyphenol (stilbene) with numerous biological
activities, such as anti-tumor activities. However, RSV is rapidly metabolized, which limits its
therapeutic use. The availability of RSV analogues with similar activities for use in vivo is therefore
a major challenge. For this purpose, several isomeric analogues of RSV, aza-stilbenes (AZA-ST
la-g), were synthesized, and their toxicities were characterized and compared to those of RSV on
murine N2a neuronal cells using especially flow cytometric methods. All AZA-ST la—g have an
inhibitory concentration 50 (IC50) between 11.3 and 25 uM when determined by the crystal violet
assay, while that of RSV is 14.5 uM. This led to the characterization of AZA-ST la—g—induced cell
death, compared to RSV, using three concentrations encompassing the IC50s (6.25,12.5 and 25 pM).
For AZA-ST la—g and RSV, an increase in plasma membrane permeability to propidium iodide was
observed, and the proportion of cells with depolarized mitochondria measured with DiOCg(3) was
increased. An overproduction of reactive oxygen species (ROS) was also observed on whole cells and
at the mitochondrial level using dihydroethidium and MitoSox Red, respectively. However, only RSV
induced a mode of cell death by apoptosis associated with a marked increase in the proportion of
cells with condensed and /or fragmented nuclei (12.5 uM: 22 + 9%; 25 uM: 80 + 10%) identified after
staining with Hoechst 33342 and which are characteristic of apoptotic cells. With AZA-ST, a slight but
significant increase in the percentage of apoptotic cells was only detected with AZA-ST 1b (25 uM:
17 £ 1%) and AZA-ST 1d (25 uM: 26 + 4%). Furthermore, only RSV induced significant cell cycle
modifications associated with an increase in the percentage of cells in the 5 phase. Thus, AZA-ST
la—g—induced cell death is characterized by an alteration of the plasma membrane, an induction of
mitochondrial depolarization (loss of A¥m), and an overproduction of ROS, which may or may not
result in a weak induction of apoptosis without modification of the distribution of the cells in the
different phases of the cell cycle.

Keywords: apoptosis; aza-stilbenes; cell death; cell cycle; flow cytometry; imine analogs of trans-

resveratrol; mitochondria; oxidative stress; trans-resveratrol

1. Introduction

Polyphenols are molecules present in many plants and are major components of the
Mediterranean diet, known for its health benefits [1,2]. These molecules are subdivided
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into two groups: flavonoids and non-flavonoids [3]. Among the latter, frans-resveratrol
(RSV), which belongs to the stilbene subclass, is one of the most studied polyphenols be-
cause of its numerous biological activities, including antioxidant [4], anti-inflammatory [5],
anti-tumor [6], and anti-ageing activities [7]. RSV has also shown neurotrophic activities in
the context of Parkinson’s disease [8] and cytoprotective activities against oxidized choles-
terol derivatives (oxysterols, especially 7-ketocholesterol, mainly formed by cholesterol
autoxidation [9]), often found in increased amounts in patients with age-related diseases
(cardiovascular diseases, Alzheimer’s disease, and age-related macular degeneration) [10].
However, one of the major problems observed with RSV is its rapid catabolism by the
intestinal microbiota and at the blood and tissue levels, leading to the formation of inactive
metabolites that limit its therapeutic use [11]. If increasing the bicavailability of RSV by
using galenic solutions (micro- and nano-encapsulation, functionalized nanoparticles) fails,
it is also possible to synthesize analogues of RSV, which requires ensuring that the latter re-
tain biological activities close to those of RSV or even are more effective. Currently, several
synthetic derivatives of RSV have been developed that retain the original stilbene structure
and preserve its water-soluble character. Moreover, the C=C bond may be replaced with an
isosteric fragment as an aromatic heterocycle [12] or with a C=N bond or an N=N bond to
provide aza-stilbenes (AZA-ST) [13] and azo-stilbenes [14], respectively [15] (Figure 1).

G O O

trans-resveratrol RSV OH Aza-stilbenes AZA-ST Azo-stilbenes AZO-ST

J

Figure 1. Structure of trans-resveratrol (RSV), aza-stilbenes (AZA-ST), and azo-stilbenes (AZO-
ST) [15].

We previously reported the synthesis of a series of seven imine analogs of RSV (AZA-
ST la—g) (Figure 2) by an easy and low-cost green chemistry procedure [15]. In this study,
the different AZA-STs were chemically characterized [15]. We showed that all AZA-ST
la—g synthesized could be distinguished from RSV based on their cytotoxic and antioxidant
characteristics, In this previous study, the cytotoxicity was evaluated with the sulforho-
damine 101 (SR101), the fluorescein diacetate (FDA), and the DiOC4(3) assays, but the
type of cell death was not characterized. However, the antioxidant activity of AZA-ST
la-g was quantified with the KRL kit (Radicaux Libres) assay, the DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl radical) assay, the FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) assay, and
the PAOT (Pouvoir AntiOxidant Total) score [15]. Based on their cytotoxic and antioxidant
characteristics, the AZA-ST la—g was distinguishable from the RSV. Interestingly, the pres-
ence of one or more hydroxyl groups and their position on the aromatic cycle provide more
or less strong antioxidant activities to AZA-STs compared to RSV [16]. At the moment,
aza- and azo-stilbenes have been reported to oppose the aggregation of 3-amyloids con-
sidered neurotoxic factors in Alzheimer’s disease [17], and to inhibit cholinesterase [18].
Inhibition of growth through autophagy has been shown by aza- and azo-stibenes against
MDA-MB-231 and T47D breast cancer cell lines [19].

240



Annexes

Mbolecules 2023, 28,3178 3 of 20

1a H by
HO

OH

O—Qf\>_© HOON\

1c H d oy
HOON OH

e H Br
1M H 19 H

Figure 2. Structures of AZA-ST la—g [15].

The aim of the present study was to (i) compare the toxicity of AZA-ST la—g to RSV
on murine N2a neuronal cells and (ii) characterize the mode of cell death induced by
AZA-ST la—g and RSV on N2a cells. The inhibitory concentrations (IC50) were determined
with the crystal violet assay [20]. The cell death was characterized by different criteria
evaluated by flow cytometry: plasma membrane permeability evaluated with propidium
iodide (P1), transmembrane mitochondrial potential (AYm) measured with DIOCs(3), ROS
overproduction measured on whole cells after staining with dihydroethidium (DHIZ) and at
the mitochondrial level with MitoSox Red [21], and distribution of the cells in the different
phases of the cell eycle [22]. In addition, nuclear morphology was determined after nuclear
staining with Ioechst 33442, which allows to distinguish between viable, apoptotic, and
necrotic/ oncotic cells [23]. The different parameters studied permit to distinguish AZA-ST
la-g—induced cell death from RSV-induced cell death.

2. Results
2.1. Cell Growth Evaluation by Crystal Violet Assay and Cell Viability Evaluation by Propidium
lodide Staining

The impact of AZA-ST la—g and {rans-resveratrol (RSV) on cell growth was evaluated
at the different concentrations (i.e., 1.5, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, and 100 uM) using the
crystal violet assay, which permits the quantification of adherent cells. The calculated
IC50 values obtained with the crystal violet assay were in the same range of order and
were the following: AZA-ST 1c: 11.30 & 0.57; AZA-ST 1d: 11.48 £ 0.57;, AZA-ST 1g:
11.75 £ 0.58; AZA-ST le: 1243 £ 0.62; AZA-ST 1f: 13.95 £ 0.69; RSV: 14.95 £ 0.74; AVZA-ST
Th: 19.49 £ 0.97; AZA-ST 1a: 2500 £ 1.25 (Figure 3). This inhibition of cell growth, at
concentrations inclosing the 1C50s (6.25, 12.5 and 25 uM), is associated with an inerease in
permeability to propidium iedide (PL), which is considered a criteria for cell death [24], and
which also indicates that AZA-ST la—g—and RSV-induced cell death is associated with an
alteration of the plasma membrane [23]. Thus, a more or less pronounced concentration-
dependent increase in Pl-positive cells (cells with damaged plasma membranes considered
to be dead cells) was observed both with AZA-ST la—g and RSV (Figure 4).
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Figure 3. Crystal violet assay evaluation of the effects of AZA-ST la-g and resveratrol on cell growth.
N2a cells were incubated for 24 h with or without AZA-ST la—g or resveratrol (frans-resveratrol) in a
range of concentrations from 1.5 to 100 pM. The dotted red line makes it possible to evaluate the value
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%P positive cells

of the concentration (or the range of concentrations) reducing cell growth by 50% (IC50); IC50 values
were calculated with GraphPad. Vehicle of AZA-ST: DMSO (0.2%) [15]. The data are the mean +
standard deviation (SD) of three independent experiments performed in triplicate. The comparisen
of the data was performed with an ANOVA test followed by a Bonferroni test. (*): p < 0.05 was
considered statistically significant.
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Figure 4. Flow cytometric evaluation of the effects of AZA-ST la—g and resveratrol on plasma mem-
brane damages and cell viability by staining with propidium iodide (PI). N2a cells were incubated
for 24 h with or without AZA-S5T la—g or resveratrol (frans-resveratrol) at concentrations in the
range of the IC50s (6.25, 12.5 and 25 uM). The data are the mean + standard deviation (SD) of three
independent experiments performed in triplicate. The comparison of the data was performed with
an ANOVA test followed by a Bonferroni test. (*): p < 0.05 was considered statistically significant.
Vehicles (Ethanol (EtOH) for RSV; DMSO for AZA-ST) [15]: EtOH (0.05%) and DMSO (0.05%); the
highest concentrations of vehicles were only analyzed.
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2.2. Mensurement of Transmembrane Mitochondrial Potential by Staining with DiOCg(3)

As it is well established that RSV-induced cell death is associated with a loss of
transmembrane mitochondrial potential (AY'm) on different cell types, the ability of AZA-
ST la—g and resveratrol (RSV) to trigger a loss of A¥m on N2a cells was measured by flow
cytometry after staining with DiOC4(3). In these conditions, at concentrations inclosing the
1CB0s (6.25, 12.5 and 25 uM), a more or less pronounced concentration-dependent increase
of the percentage of cells with depolarized mitochondria (DiOC¢(3) negative cells) was
observed both with AZA-ST la—g and RSV (Figure 5).

243



Annexes

Molecules 2023, 28, 3178 60f 20

~
=)

AZA-ST 1a () *

Resveratrol (pM)

*

g€ 883

S
%0i 0Cs(3) negative cells

%4Di 0Cel3) nagative cells

-
o o

AZA-ST 1b (M) AZA-ST 1c () .

*%Di0Ce{3) negative cells

AZA-ST 1d (M) AZA-ST 1e (M) +

88 83

%Di 0Cs(3) negative cells
S

%Di 0 Ce{3) megative cells

-
°

OIS SRR I
SO PN P P PPN o
\"r@‘.f' oy o N N

-~
=)
~
e

AZA-ST 1f (M) AZA-ST 1g (M) %

aNgs8g22g
S © © S
*

%0 0Cs(3) negative cells
<

%Di 0 Ce{3) megative cells

=)

Figure 5. Flow cytometric evaluation of the effects of AZA-ST 1la-g and resveratrol on transmembrane
mitochondrial potential (A¥m) by staining with DiOC¢(3). N2a cells were incubated for 24 h with or
without AZA-ST la—g or resveratrol (RSV; frans-resveratrol) at concentrations inclosing the IC50s
(6.25,12.5 and 25 uM). Vehicles (Ethanol (EtOH) for RSV; DMSO for AZA-ST) [15]: EtOH (0.2%) and
DMSO (0.2%); the highest concentrations of vehicles were only analyzed. The data are the mean =+
standard deviation (S1)) of three independent experiments performed in triplicate. The comparison
of the data was performed with an ANOVA test followed by a Bonferroni test. (*): p < 0.05 was
considered statistically significant.
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%DHE positive cells

2.3. Mensuring Reactive Oxygen Species Production on Whole Cells at the Mitechondrial Level
with Dihydreethidium and MiteSox Red

[t is well known that oxidative stress can be associated with cell death and can con-
tribute to cell damage induction in some molecules (lipids, proteins, and DNA) [25].
Therefore, the ability of AZA-ST la—g and RSV to trigger ROS overproduction on whole
cells at the mitochondrial level was evaluated on N2a cells. At three concentrations in
between the IC50s (6.25, 12.5 and 25 uM), an overproduction of ROS was observed on
whole cells with AZA-ST la—g and R5V; the highest percentages of cells affected by ROS
overproduction, which were identified by staining with dihydroethidium (DHE positive
cells), were observed under treatment with RSV and were in the following order at 25 uM:
RSV > AZA-ST 1b > AZA-ST 1d > AZA-5T la—e > AZA-ST 1f—g > AZA-ST 1c (Figure 6).
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Figure 6. Flow cytometric evaluation of the effects of AZA-ST la—g and resveratrol on ROS overpro-
duction in whole cells by staining with dihydroethidium (DHE). N2a cells were incubated for 24 h
with or without AZA-ST la-g or resveratrol (RSV; trans-resveratrol) at concentrations inclosing the
1C50s (6.25, 12.5 and 25 uM). Vehicles (Ethanol (EtOH) for RSV; DMSO for AZA-ST) [15]: Ethanol
(EtOH; 0.05%) and DMSO (0.05%); the highest concentrations of vehicles were only analyzed. The
data are the mean + standard deviation (SD) of three independent experiments performed in tripli-
cate. The comparison of the data was performed with an ANOVA test followed by a Bonferroni test.
(*): p < 0.05 was considered statistically significant.

In addition, ROS overproduction was also measured at the mitochondrial level after
staining with MitoSox Red in a range of concentrations from 1.5 to 100 yM. A more
or less pronounced concentration-dependent increase in the percentage of cells with an
overproduction of ROS occurring at the mitochondrial level (MitoSox positive cells) was
observed both with AZA-ST la—g and RSV (Figure 7).
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Figure 7. Ilow cytometric evaluation of the effects of AZA-ST la—g and resveratrol on ROS overpro-
duction at the mitochondrial level by staining with MitoSox Red. N2a cells were incubated for 24 h
with or without AZA-ST la—g or resveratrol (RSV; trans-resveratrol) at concentrations from 1.5 to 100
uM. Vehicles (Ethanol (FtOH) for RSV; DMSQO for AZA-ST) [15]: Ethanol (EtQH; 0.2%) and DMSO
(0.2%); the highest concentrations of vehicles were the only ones analyzed. The data are the mean +
standard deviation {(SD} of three independent experiments performed in triplicate. The comparison
of the data was performed with an ANOVA test followed by a Bonferroni test. (*): p < 0.05 was
considered statistically significant.
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2.4. Microscopical Characterization of Cell Denth after Nuclei Staining with Hoechst 33342

RSV is known to induce apoptosis in different cell types. This polyphenol can alse
activate alternative pathways leading to cell death, such as those leading to autophagy,
senescence, or mitotic catastrophe [26]. It was therefore important to determine whether
AZA-5T la—g induces or not the same type of cell death as RSV on N2a cells. Cell death
was morphologically characterized by fluorescence microscopy after nuclei were stained
with Hoechst 33342 [23]. Indeed, this microscopical method is suitable to easily identify
apoptotic cells, which are characterized by condensed and/or fragmented nuclei [23,27].
In these conditions, at the three concentrations corresponding to the IC50s (6.25, 12.5 and
25 uM), only RSV induced a marked mode of cell death by apoptosis associated with
a strong increase in the proportion of cells with condensed and/or fragmented nuclei
(12.5 uM: 22 £ 9%; 25 uM: 80 £ 10%) (Figure 8). With AZA-5T, a slight but significant
increase in the percentage of apoptotic cells was only detected with AZA-S5T 1b (25 uM:
17 £ 1%) and AZA-5T 1d (25 uM: 26 £ 4%) (Figure 8). Slight and not significant increases
in apoptotic cells were observed with AZA-ST 1a, 1c, 1e, 1f, and 1g (Figure 8).
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Figure 8, Quantification of apoptotic cells by fluorescence microscopy after nuclei staining with
Hoechst 33342: effects of AZA-ST la—g and resveratrol on apoptosis induction. N2a cells were incu-
bated for 24 h with or without AZA-ST la-g or resveratrol (RSV; frans-resveratrol) at concentrations
inclosing the IC50s (6.25, 12.5 and 25 uM). Vehicles (Ethanol (EtOH) for RSV; DMSO for AZA-ST) [4]:
Ethanol (EtOH; 0.05%) and DMSO (0.05%); the highest concentrations of vehicles were only analyzed.
The data are the mean =+ standard deviation (SD) of three independent experiments performed in
triplicate. The comparison of the data was performed with an ANOVA test followed by a Bonferroni

test. (*): p < 0.05 was considered statistically significant.
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2.5. Flow Cytometric Analysis of the Impact of Aza-Stilbenes and Resveratrol on the Repartition of
Cells in Different Phases of the Cell Cycle

Resveratrol has been described to induce a mode of cell death by apoptosis associated
with an increase in the percentage of cells in the S phase of the cell cycle [28,29]. In
addition, it has been well established that apoptosis can, in some cases, be associated with a
population of cells in SubGl, resulting from inter-nucleosomal DNA fragmentation, when
cell cycle analysis is performed by flow cytometry after PI staining [30,31]. The analysis
of the cell cycle by flow cytometry and PI staining, which was realized on AZA-ST la—g
and RSV-treated cells, therefore had two objectives: to define the percentage of cells in the
different phases of the cell cycle and to demonstrate the presence or absence of a Sub-G1
peak. Cell cycle analysis was carried out at the IC50 concentrations of 6.25, 12.5, and 25uM
(Figures 9 and 10).
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Figure 9. Flow cytometric analysis of the distribution of the cells in the different phases of the cell
cycle: effects of AZA-ST Ta—g and resveratrol. N2a cells were incubated for 24 h with or without
AZA-ST la—g or resveratrol (RSV; trans-resveratrol) at concentrations inclosing the IC50s (6.25,12.5
and 25 uM). (A): Control, vehicles (DMSO and FtOH); (B): AZA-5T la—d; (C): AZA-ST-1e—g. Vehicles
{Ethanel (EtOH) for RSV; DMSO for AZA-ST) [15]: Ethanel (EtOH; 0.05%) and DMSO (0.05%); only
the highest concentrations of vehicles were analyzed. White: SubGl; purple: G0/G1 phase; yellow: S
phase; green: (G2 + M) phase.

In agreement with previous studies, important modifications of the distribution of the
cells in the different phases of the cell cycle were observed with RSV: a strong increase of
cells in the S-phase was shown, as well as a SubG1 peak, which is an apoptotic ctiterion.

Under treatment with AZA-ST la-g, the most important modifications were observed
with AZA-ST 1b and 1d. A SubGl1 peak, which supports the induction of apoptosis
in agreement with the presence of condensed and/or fragmented nuclei, was observed
(Figures ¢ and 10). With the other aza-stilbenes, no modification or slight modification
of the distribution of the cells in the different phases of the cell cycle was observed
(Figures 9 and 10).
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Cell cycle phases
SubG1 GOIG1 S G2+M
Control 1.3+0.1 372408 475+13 14.0+12
EtOH (0.05%) 1.7+0.1 35.6+0.7 50.2+0.1 12.5+0.8
DMSO (0.05%) 1.2+0.1 37.621.0 48.020.7 132206
Resveratrol (6.25 pM) 26202 424x02* 40.5:0.3* 14.3+0.2
Resveratrol (12.5 pM) 10.5¢1.0* 17.4x15* 46.8+1.0 25.3+1.8*
Resveratrol (25 pM) 38.2:22* 10.4320* 384240" 13.0+2.0
AZA-ST 1a (6.25 pM) 3.3+0.1 30.7+05* 37.7:09* 19.3x0.5*
AZA-ST 1a(12.5 uM) 38104 31.0¢1.3* 47.9+0.5 17.3¢1.2*
AZA-ST 1a (25 pM) 59:04" 30.0+15* 43621.1°* 205+1.0*
AZA-ST 1b (6.25 uM) 33201 38.3+1.0 40,5212+ 179+16*
AZA-ST 1b (12.5 pM) 5.0£0.2 28.2¢18* 49+2.7 17.521.1*
AZA-ST 1b (25 pM) 8.9:10* 26.7+06* 448220°* 19.6:25*
AZA-ST 1c (6.25 pM) 3.7+06 40.7+0.4* 37.6209* 18.0+0.9 *
AZA-ST 1c (12.5 pM) 34+06 340+1.0 45304 17.3+10*
AZA-ST 1c (25 pM) 5016 33.5+24* 45311 16208
AZA-ST 1d (6.25 pM) 3.4+0.3 4D.2+186* 36.521.0* 19.9+24*
AZA-ST 1d (12.5 uM) 5.0:0.7 30.0:07* 50.0:08* 15.020.1
AZA-ST 1d (25 pM) 12.921.3* 242+1.1°* 40.620.8* 223+0.7*
AZA-ST 1e (6.25 uM) 3.2:0.3 43.6£20* 37.3x16* 15.9+1.0
AZA-ST 1e (12.5 pM) 40:05 37805 41.0:10* 172+18*
AZA-ST 1e (25 M) 7.3x11* 32.8+06* 44 0212* 15.9+0.6
AZA-ST 11 (6.25 pM) 41201" 41.1x02* 366214°" 182+1.1*
AZA-ST 1f (12.5 pM) 5207 38.7+0.5 40.821.4* 15.3£1.4
AZA-ST 1f (25 pM) 6.4z02" 36.5¢0.5 427:1.3* 1442186
AZA-ST 1g (6.25 pM) 45:05 39011 41.3229* 152427
AZA-ST 1g (12.5 uM) 55#03* 32.3x04* 47.5+0.7 14507
AZA-ST 1qg (25 pM) 72+05* 34.0+1.0 430:04" 15.8+1.0
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Figure 10. Cuantification of the cells in SubG1 and in the different phases (G0/G1, 8 and (G2 + M) of
the cell cycle. N2a cells were incubated for 24 h with or without AZA-ST la—g or resveratrol (RSV;

frans-resveratrol) at concentrations inclosing the IC50s (6.25, 12.5 and 25 uM}. Vehicles (Ethanol (EtCH)
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for RSV; DMSO for AZA-ST) [15]: Ethanol (EtOH; 0.05%) and DMSO (0.05%); only the highest
concentrations of vehicles were analyzed. White: SubG1; purple: G0/G1 phase; yellow: S phase;
green: (G2 + M) phase. The data are the mean £ standard deviation (SD} of three independent
experiments performed in triplicate. The comparison of the data was performed with an ANOVA
test followed by a Bonferroni test. (*): p < 0.05 was considered statistically significant.

3. Discussion

Trans-resveratrol (RSV) is a polyphenol with multiple biological activities that can
vary, particularly in vitro, depending on the concentrations used. At low concentrations,
not exceeding 20 uM, RSV has antioxidant activities, which can involve nuclear factor
erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) signaling through blockage of Kelch-like ECH Associated
Protein 1 (Keapl) [32] and anti-inflammatory properties [33]. Regarding antioxidant activi-
ties, RSV, like all polyphenols, has phenolic hydroxyl groups, Ar (aromatic)—OH, which
can supply H to L-OQs peroxyl radicals and thus neutralize them in the form of L-OOH
hydroxides [34]. RSV is also a potent senolytic compound that prevents the senescence
involved in aging [35]. RSV also has neurotrophic activities (antioxidant and differentiating
activities) on hydrogen peroxide (H»Os)—treated N2a cells [8,36]. On N2a cells, RSV
also prevents cytotoxicity induced by 7KC and 73-OHC, two oxysterols whose concen-
trations are strongly increased in several age-related diseases: cardiovascular diseases,
neurodegenerative diseases, age-related macular degeneration (AMD), osteoporosis, and
sarcopenia [25,37]. At high concentrations, from 50 to 100 uM, RSV has potent anti-tumor
activities by inducing death by apoptosis [26]. In addition, in vivo, RSV increases lifes-
pan in Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster, and mice by stimulating the AMPK
pathway and activating sirtuins [38-41]. One of the first studies of the effect of RSV on the
lifespan was realized on a small, short-lived fish, the Nothobranchius furzei [42]. However,
one of the main weaknesses of RSV is its rapid catabolism, both at the plasma level and by
various bacteria at the intestinal level [11].

The synthesis of structural analogues is one of the possible strategies for the preserva-
tion of important RSV health properties and to oppose its catabolism. This led us to the
synthesis of aza-stilbenes [15]. These molecules have shown cytotoxic activities on N2a cells
in vitro and high anti-free radical properties when measured by various biochemical tests
(DPPH, FRAF, and PAOT) and with the KRL assay performed in the presence of AAPH on
red blood cells [15]. It is indeed possible that these compounds could be good candidates
for anti-tumor activities in vivo and/or to limit the occurrence of age-related diseases
frequently associated with a rupture of RedOx homeostasis leading to ROS overproduction,
lipid peroxidation, protein carbonylation, DNA damage, and subsequently numerous cell
damages. However, before realizing in vivo studies with AZA-STs, it is important to know
more about their in vitro bioclogical activities compared with those of RSV. Thus, in the
present study performed on murine neuronal N2a cells, the impact of AZA-STs and RSV
on ROS overproduction was studied, and the type of cell death induced by these molecules
was also characterized. The synthesised AZA-STs, like RSV, induce cell death with IC50s
in the range of 10 uM, except for ASA-5T 1a, whose IC50 was 25 uM. Moreover, all the
AZA-STs studied induce a mode of cell death associated with oxidative stress. However,
unlike RSV, which is a potent inducer of apoptosis, the AZA-STs are either weak inducers of
apoptosis, such as AZA-ST 1b and 1d, or do not induce this type of cell death. Furthermore,
while RSV induces apoptosis associated with an increase in the percentage of cells in the 5
phase of the cell cycle, no significant change in the distribution of the cells in the different
phases of the cycle was observed with all AZA-STs studied.

Thus, with the crystal violet assay, which measures the amount of adherent cells after
nuclei staining, the toxicity of the different synthesised AZA-5Ts was in the range of that of
RSV (10 uM), with the exception of AZA-5T 1a, whose IC50 was 25 uM. Differences in IC50
between RSV and AZA-ST (6.25 to 50 uM) were also observed when the cytotoxic effects
were measured either by the FDA assay, which evaluates esterase activity, or by the SR101
assay, which allows determining the amount of adherent cells while taking into account the
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total amount of protein [20,43]. Although these different tests (the crystal violet, FDA, and
SR101 assays) measure different parameters, the IC50 values found are of the same order of
magnitude. Noteworthy, like RSV, the toxicity associated with AZA-5T is accompanied
by a decrease in adherent cells, which can be attributed to a decrease in cell multiplication
but also to a loss of cell adhesion also observed with quercetin and apigenin [8]. This
toxicity is also accompanied by a decrease in esterase activity, supporting the alteration
of the plasma membrane. These different effects, which are well documented for RSV, are
therefore similar with AZA-STs.

Furthermore, the toxicity associated with AZA-STs and RSV leads to an increase in the
permeability of cells to propidium iodide (PI), which is not only a criterion of cell death
but also reflects a strong alteration of the plasma membrane [23,24]. These data agree with
those obtained with the FDA test. The causes of this alteration of the plasma membrane
could be due to oxidative stress, as the latter is known to alter the lipid components of
the plasma membrane. This hypothesis agrees with the results obtained. Indeed, AZA-
STs are all powerful inducers of oxidative stress, like RSV. In N2a cells, these molecules
increase ROS overproduction on whole cells when measured by flow cytometry using
dihydroethidium (DHE) staining, but also at the mitochondrial level when measured by
flow cytometry after staining with MitoSox Red. The activation of oxidative stress could
therefore be a key event leading to cell death under treatment with AZA-STs and RSV.
At the mitochondrial level, a drop in transmembrane potential (A¥m) is also observed
with the fluorochrome DHOC(3), which is widely used in cell death studies due to its
physicochemical properties (cationic and lipophilic dye that mainly accumulates in the
mitochondrial membrane proportionally to the A¥'m value) that make it a reliable tool for
measuring transmembrane mitochondrial potential. In the cascade of events leading to cell
death under treatment with AZA-5Ts, it will be further important to specify the chronology
between oxidative stress and mitochondrial dysfunctions. Nevertheless, whatever the
type of cell death, it is well established that the drop in A¥m represents a decisive and
irreversible event in cell death induction [44].

In the case of RSV, this fall in A¥'m is known to activate apoptosis. This is confirmed
in the present study performed on N2a cells. In contrast, in the same cells treated with
AZA-5Ts, a non-apoptotic mode of death was induced. With AZA-ST 1a, 1c, 1e, 1f, and
1g, a non-apoptotic cell death was observed. Indeed, compared to untreated cells and
vehicle control cells, no increase in cells with condensed and/or fragmented nuclei (typical
of apoptotic cells) was observed, and no SubG1 peak, considered an apoptotic criterion,
was found. It is known that the SubG1 peak contains morphologically apoptotic cells with
inter-nucleosomal fragmented DNA [30,45]. However, with AZA-ST 1b and 1d, a slight but
significant increase in apoptotic cells was observed compared to untreated cells (the control)
and vehicle-treated cells. These data support a mixed type of death with AZA-ST 1b and
1d: indeed, morphologically apoptotic cells represent only one third of dead cells measured
by PI staining, which allows to determine the total number of dead cells. Interestingly,
under treatment with AZA-ST 1b and 1d, as well as in the presence of RSV, which are
pro-apoptotic molecules, apoptosis was simultaneously characterized by the presence of
cells with condensed and/or fragmented nuclei and by a SubGl peak revealed by flow
cytometry. The simultaneous presence of these two apoptotic criteria is not systematic with
pro-apoptotic drugs [31]. However, only RSV-induced cell death was associated with an
increase in the percentage of cells in the S phase of the cell cycle. Whatever the AZA-ST
considered, no modification of the distribution of the cells in the different phases of the cell
cycle was observed. With AZA-STs, at the opposite of RSV, an effect on cyclin-dependent
kinases (CDKs) [46] or cyclin-dependent kinase inhibitors (CDKIs) [47] involved in the
regulation of cell cycle is therefore unlikely.
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4, Materials and Methods
4.1. Chemistry

Aza-stilbenes were synthesized by a one-step condensation reaction between aromatic
aldehydes and primary aromatics, as we previously described [15]. For the chemical
characterization of all imine analogs synthesized (AZA-ST la—g), we have carried out
1H, COSY, and NOESY NMR experiments of all compounds to assign chemical shifts of
aromatic protons as well as 13C, jmod, HSQC, and HMBC NMR experiments to highlight
coupling between the 1H and 13C nuclei [15]. The 1H (500 MHz), 13C (126 MHz) NMR,
and HMBC-NMR spectra of the seven aza-stilbenes synthesized and of trarns-resveratrol
have been realized [15].

4.2. Cell Culture and Treatments

The mouse neuro-2a (N2a) neuroblastoma cell line (Ref: CCL-131, American Type
Culture Collection (ATCC), Manassas, VA, USA) was cultured as previously described [15].
The cells were cultured in Dulbecco’s modified Fagle medium (DMEM, Lonza, Amboise,
France), which contains 10% (v/) of heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) (Pan Biotech,
Aidenbach, Germany) and 1% (/v) of penicillin (100 U/mL)/streptomycin (100 mg/mL)
(Pan Biotech). The cells were incubated at 37 °C in a humidified atmosphere (5% CO,, 95%
air) and passaged twice a week. The cells were seeded at 60,000 cells per well containing
1 mL of DMEM supplemented with 10% (v/) heat-inactivated FBS and 1% antibiotics
(penicillin, streptomyecin) in 24-well plates (FALCON, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA). The stock selutions of resveratrol (RSV; trans-resveratrol) and of imine analogs (aza-
stilbenes (AZA-5T) 1a—g) were prepared as follows: trans-resveratrol (RSV) (reference of the
product: 501-36-0; purity 99%; Sigma-Aldrich, St. Quentin-Fallavier, France) was prepared
at 50 mM in absolute ethanol (EtOH; 98%; Carlo Erba Reagents, Val de Reuil, France);
AZA-5T la—g was prepared at 50 mM in dimethyl sulfoxide (DMSO; Sigma-Aldrich, St
Quentin-Fallavier, France). In order to evaluate the effects of AZA-ST la—g on N2a cells
compared to RSV, the growth medium was removed after 24 h of culture, and the N2a
cells were incubated either with resveratrol or AZA-ST la—g at various concentrations
ranging from 1.5 to 100 uM for 48 h. The highest concentration of 100 uM is obtained by
diluting 16 uL of stock solution (RSV or AZA-ST; stock solution at 50 mM) in 8 mL of
culture medium. Concentrations of 100 to 1.5 uM are obtained by successive dilution in a
two-by-two cascade in culture medium. The effects of vehicles (DMSQO, ethanol (ETOH))
were evaluated at their highest concentration (0.2% v/ when the highest concentrations of
RSV and AZA-5T used were 100 uM; 0.05% v/o when the highest concentrations of RSV
and AZA-ST used were 25 uM). RSV was prepared at 50 mM in absolute ethanol (EtOH
98%). Therefore, when RSV is used at 25 uM, the final concentration of EtOH is around
0.05% (0.049%); when RSV is used at 100 uM, the final concentration of EtOH is around
0.2% (0.196%). AZA-ST were prepared at 50 mM in DMSO (pure, 100%). Therefore, when
AZA-ST are used at 25 uM, the final concentration of DMSQ is 0.05%; when AZA-ST are
used at 100 uM, the final concentration of DMSQO is 0.2%.

4.3. Staining with Crystal Violet

The quantification of adherent cells was estimated by staining with crystal violet [20].
Cells were seeded in triplicates in 6-well plates and cultured without or with imine analogs
of trans-resveratrol (aza-stilbenes) or with trans-resveratrol (RSV: 1.5, 3.125, 6.25, 12.5, 25,
50, and 100 pM) for 48 h. At the end of treatment, cells were washed with PBS, stained with
crystal violet for 5 min (Sigma-Aldrich), and then rinsed with water. Absorbance was read
at 570 nm after extraction of the dye with 0.1 mol/L sodium citrate in 50% ethanol.

4.4. Evaluation of Cell Morphology by Phase Contrast Microscopy

After 48 h of treatment with or without imine analogs of trans-resveratrol (aza-
stilbenes) or with trans-resveratrol (6.25, 12.5 and 25 uM), the cell morphology and cell
density of N2a cells were observed and photographed using a phase-contrast microscope
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(Axiovert 40 CFL, Zeiss, Jena, Germany) equipped with a digital camera (Axiocam 1Cml,
Zeiss).

4.5, Nuclei Staining with Hoechst 33342

The nuclear morphology of control (untreated cells) and treated cells cultured without
or with AZA-ST or trans-resveratrol (6.25, 12.5 and 25 uM) for 48 h was characterized
as previously described by fluorescence microscopy after staining with Hoechst 33342
(Sigma-Aldrich) (2 ug/mlL) [23,48]. Cell deposits of about 40,000 cells were applied to
glass slides by cytocentrifugation (5 min, 1500 rpm) with a cytospin 2 (Shandon, Cheshire,
UK), mounted in Dako fluorescent mounting medium (Dako, Copenhagen, Denmark), and
stored in the dark at 4 °C until observation. The morphological aspect of the cell nuclei was
determined with an Axioskop fluorescent microscope (Zeiss). For each sample, 300 cells
were examined.

4.6. Measurenent of Plasma Membrane Permeability with Propidium Iodide

Propidium iodide (P’I) was used to evaluate the plasma membrane permeability and
cell death, as previously described [21]. This dye penetrates cells with damaged plasma
membranes, which are considered dead cells [24]. After 48 h of treatment with or without
AZA-ST la—g or trans-resveratrol, N2a cells (adherent and non-adherent cells) were stained
with a Pl solution (1 pg/mL of PBS) for 5 min at 37 °C, and then immediately analyzed on a
BD Accuri™ C6 flow cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). The red fluorescence
was selected on a 630 nm band-pass filter, and 10,000 cells were acquired for each sample.
Data analyses were performed using FlowJo v10.8.1 software (Tree Star Inc., Carrboro, NC,

USA).

4.7. Flow Cytometric Evaluation of Transmembrane Mitochondrinl Potential by Staining with
Dihexyloxacarbocyanine Iodide (DiOCg(3))

The variation of the mitochondrial transmembrane potential (AYm) was measured
using 3,3'-dihexyloxacarbocyanine iodide (DiOC4(3)) (D273, Invitrogen/Thermo Fisher
Scientific, Montigny le Bretonneux, France). This fluorochrome accumulates in the mi-
tochondria proportionally to the A¥m value [49]. The higher the A¥m, the more the
probe accumulates. After 48 h of treatment, adherent cells collected by trypsinization were
pooled with non-adherent cells and stained with a solution of DiOC4(3) at 40 nM (15 min;
37 °C). The cells were immediately analyzed on a BD Accuri™ C6 flow cytometer (BD
Biosciences). The loss of A¥m is indicated by a decrease in the intensity of the green fluo-
rescence collected through a band pass filter of 520 &= 10 nm. For each sample, 10,000 cells
were acquired, and the data were analyzed with the Flow]Jo v10.8.1 software (Tree Star Inc.).
All assays were performed in triplicate.

4.8. Measurement of Reactive Oxygen Species Production with Diltydroethidium

Reactive oxygen species (ROS) production, including superoxide anion (O2* ™) pro-
duction, was measured by flow cytometry after staining with dihydroethidium (DHE) as
previously described [21]. DHE is a dye that can freely diffuse across cell membranes; it is
rapidly oxidized under the action of ROS to fluorescent ethidium. This latter exhibits an
orange/red fluorescence (AEx max = 488 nm; AEm max = 575 nm). After 48 h of treatment,
N2a cells (adherent and non-adherent cells) were stained with a 2 uM DHE solution for
15 min at 37 °C and immediately analyzed on a BD Accuri ™ C6 flow cytometer (BD
Biosciences). The fluorescent signals of the DHE-stained cells were collected through a
580 nm band-pass filter, and 10,000 cells were acquired for each sample. Data analyses
were performed using FlowJo v10.8.1 software (Tree Star Inc.).

4.9. Measurement of Mitochondrial Renctive Oxygen Species Production with MitoSox-Red

Mitochondrial production of ROS, including superoxide anion (Op* ™), was quantified
by flow cytometry after staining with MitoSox Red (Thermo Fisher Scientific). This pos-
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itively charged probe accumulates in the mitochondria [50] and exhibits an orange/red
fluorescence (A Ex Max = 510 nm; A Em Max = 580 nm). MitoSox Red stock solution was
prepared at 5 mM in PBS and used at 5 uM in the cells. After cell treatments, adherent
and non-adherent cells were pooled by trypsinization and incubated with MitoSox Red for
15 min at 37 °C. The fluorescent signals were collected through a 580 + 20 nm band pass
filter on a BD Accuri ™ Cé6 flow cytometer (BD Biosciences). For each sample, 10,000 cells
were acquired. For each sample, 10,000 cells were acquired, and the data were analyzed
with Flow]Jo v10.8.1 software (Tree Star Inc.). All assays were performed in triplicate.

4.10. Flow Cytometric Analysis of the Cell Cycle after DNA Staining with Propidium lodide

Dead and live cells were collected in a tube by trypsination with a 1X trypsin solution
and washed twice with 1X PBS. The cell pellet (around 4-5 x 10 cells) was then suspended
in 1 mL of ice-cold 80% ethanol to fix the cells, which were stored for 2 h at 4 °C [22].
Briefly, the fixed cells were then rehydrated by two washes in 1X PBS and resuspended
in 300400 uL of a solution containing 1X PBS, propidium iodide (IF, 80 ug/mlL), and
ribonuclease RNase A (200 ug/mL) for one hour at 37 °C. After incubation, stained cells
were immediately analyzed by flow cytometry, and the red fluorescence was collected and
quantified on a long-pass filter at 630 nm. The red fluorescence was measured on a linear
scale considering 10,000 cells. The percentage of cells in the different phases of the cell cycle
was determined using modeling software for cell cycle data (Flow]Jo_v10.8.1; Tree Star Inc.,
Carrboro, NC, USA).

4.11. Statistical Analysis

Statistical analyses of experimental results were performed using the GraphPad Prism
8.0 software (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). The comparison of in vitro data
was performed through an ANOVA test followed by a Bonferroni test, allowing multi-
ple comparisons to evaluate any interaction. (*): p < 0.05 was considered statistically
significant.

5. Conclusions

In conclusion, our study brings new information on the cytotoxic properties of AZA-
STs: (a) These molecules are cytotoxic and have a concentration range close to that of
RSV; (b) like RSV, AZA-STs induce a strong oxidative stress both on whole cells and at the
mitochondrial level; (¢) unlike RSV, AZA-STs are either not or only weakly pro-apoptotic
inducers; (d) unlike RSV, AZA-STs do not trigger an increase in the percentage of cells in
the S phase of the cell cycle. In agreement with our previous study, which focused on the
anti-oxidant properties of AZA-8Ts [15], our data bring new information supporting the
idea that all AZA-STs synthesized have both different biochemical and biological properties.
RSV is also known for its effects on immune cells [51] and on different signaling pathways
involved in cell metabolism [52]. Additional studies of AZA-STs in these areas will deserve
to be determined since cancer immunotherapy and metabolic therapy of cancer are future
strategies of anti-tumor therapy.
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w0 /.1 Introduction

p0o10 Polyphenols are a family of organic molecules widely present in the plant kingdom.
They are characterized by the presence of phenolic groups (Bertelli et al., 2021).
Polyphenols are subdivided into two classes of molecules: flavonoids and nonflavo-
noids (Jimenez-Del-Rio & Velez-Pardo, 2015) (Fig. 7.1). Among the flavonoids,
two subclasses are distinguished: anthocyanins and anthoxanthins. The latter
includes flavonols (quercetin, myricetin, kaempferol), flavanones (maringenin,
hesperetin), flavanols (catechin), flavones (apigenin, luteolin) and isoflavones
(genistein, daidzein). The nonflavonoids include phenolic acids (p-coumaric acid,
ferulic acid, sinapic acid, and gallic acid), stilbenes, and lignans. Among the

Nutrition and DOI: https://doi.org/10.1016/B978-0-323-90256 4.00023-0
© 2023 Elsevier Inc. All rights reserved.
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Classification of polyphenols.

stilbenes, resveratrol is one of the most studied molecules because of its physico-
chemical characteristics and its different biological activities, which vary according
to the concentration used. Thus, resveratrol (under its trans configuration) is a pow-
erful antioxidant capable of neutralizing reactive oxygen and nitrogen species, but
it is also a metal chelator, which contributes to its antioxidant activities (Rodrigo &
Bosco, 2006: Rodrigo et al., 2011). Resveratrol also attenuates the cytotoxic activi-
ties of cholesterol oxide derivatives such as 7-ketocholesterol which is increased in
patients with age related diseases (Dugas et al., 2010; Yammine et al., 2020). In
vitro and in vivo, the trans form of resveratrol, which is biologically active, has
several biological activities: antiaging activities, protective activities against some
age-related diseases (e.g., cardiovascular diseases, age-related macular degenera-
tion), and antitumor activities (Silva et al., 2019; Vervandier-Fasseur & Latruffe,
2019). Furthermore, trans-resveratrol also has neurotrophic properties, defined as
antioxidant and pro-differentiating activities on nerve cells (Uddin et al., 2020,
2021), which make it possible to envisage its use in the treatment of certain neuro-
degenerative diseases where oxidative stress is increased in association with a
decrease in functional mature neurons as is the case in Parkinson’s and Alzheimer’s
disease (Fukutomi et al., 2021; Namsi et al., 2018). Trans-resveratrol’s differentiat-
ing activities have also been described on C2C12 murine myoblasts, suggesting
that trans-resveratrol can also be of interest in the prevention and/or treatment of
sarcopenia, which is a highly disabling muscle weakness in the elderly due to the
loss of autonomy it causes (Kaminski et al., 2012). Despite its attractive physico-
chemical characteristics and biological activities, trans-resveratrol has the disadvan-
tage of being rapidly metabolized both at the intestinal level under the influence of
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the microbiota and at the blood level (Yammine et al., 2021). Consequently, the
moderate bioavailability for trans-resveratrol prompted the investigation of innova-
tive and relevant synthetic trans-resveratrol derivatives. In this context, isosteric
analogs of trans-resveratrol have been synthesized with the aim of obtaining com-
pounds whose catabolism is less important than that of trans-resveratrol. These are
isosteric analogs of trans-resveratrol, aza-stilbenes, and azo-stilbenes in which the
C = C bond between both aromatic rings was replaced with C =N or N =N bonds,
respectively (Lizard et al., 2020).

poo13 Similar to trans-resveratrol, aza- and azo-stilbenes may have a therapeutic
interest for Alzheimer’s disease. These molecules oppose the aggregation of
[F-amyloid proteins considered as determining factors in neurodegeneration (Rana
et al., 2018) and also inhibit cholinesterases {(Biscussi et al., 2020). However, in
Alzheimer’s disease, the increase in the activity of these enzymes leads to
decreases in acetylcholine associated with cognitive decline and behavioral disor-
ders (Giacobini et al., 2022). As it has been reported with trans-RSV, iron chelat-
ing activities have also been described with azo-stilbenes suggesting that these
molecules have cytoprotective activities against ferroptosis (Rana et al.,, 2018), an
iron-induced type of cell death considered to play a major role in neuronal loss in
Alzheimer’s patients (Jakaria et al., 2021). In addition, like trans-resveratrol, anti-
tumor activities of aza- and azo-stilbenes have been described (Siddiqui et al.,
2013) as well as differentiating activities of azo-stilbenes on human HL-60 pro-
myelocytic leukemia cells (Kagechika et al, 1985). On the other hand, studies
comparing the effects of aza- and azo-stilbenes vs. those of trans-resveratrol at
the mitochondrial level have not yet been carried out. A better understanding of
the effects of aza- and azo-stilbenes at the mitochondrial level is an important
point since this organelle is involved both in the control of RedOx equilibrium
and in cell metabolism, which play major roles in neurodegeneration and cell
death induction (Fransen et al., 2020 Lismont et al., 2015).

pO020 In the present study, aza-stilbenes were synthetized (AZA ST I to VII) and
their cytotoxic effects were compared to those of resveratrol, under its trans con-
figuration, using murine neuronal N2a cells. The effects on cell viability were
quantified by two complementary assays: the fluorescein diacetate (FDA) assay,
which is a cell viability assay based on measuring esterase activity (Namsi et al.,
2018), and the crystal violet assay which measures the density of adherent cells
{(Namsi et al., 2019; Vega-Avila & Pugsley, 2011). In these conditions, the con-
centrations decreasing cell viability and density (50% Inhibiting Concentration:
IC50) were determined for AZA ST I to VII comparatively to resveratrol and the
effects of azo-stilbenes at the mitochondrial level were measured by taking into
account the mitochondrial transmembrane potential (AWm) per cell after staining
with 3,3'-dihexyloxacarbocyanine iodide (DiOCg(3)), and the production of reac-
tive oxygen species, mainly superoxide anion, at the mitochondrial level by stain-
ing with MitoSOX. The data obtained on N2a cells cultured for 48 h with and
without resveratrol, or aza-stilbenes (in a concentration range from 1.5 to
100 pM) are presented.
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Material and methods
Synthesis of aza-stilbenes | to VII

The procedure used to synthetize the aza-stilbenes is summarized in Scheme 7.1.
Following the Kotora’s procedure (Kotora ct al., 2016), an equimolar mixture of
4-aminophenol and aromatic aldehyde in distillated water was stirred at room
temperature for 4.5 h. After filtration and drying in the air, the aza-stilbenes were
recrystallized from EtOH (II and V), from acetone (1 and III}, from ethyl acetate
(IV), or from acetonitrile (VI and VII). The main chemical characteristics of res-
veratrol (trans-resveratrol) and AZA-ST I to VII are presented in Table 7.1. In
addition, while the resveratrol solution (50 mM, EtOH) is colorless, AZA-ST
solutions are most often colored (yellow, crange. brown) with the exception of
AZA-ST V, which is slightly whitish (Fig. 7.2).

Cell culture and treatments

The mouse neuro-2a (N2a) neurcblastoma cell line (Ref: CCL-131, American Type
Culture Collection, Manassas, VA, USA) were grown in Dulbecco’s modified Eagle
medium (DMEM, Lonza, Ambeise, France)} containing 10% (v/v) of heat-inactivated
fetal bovine serum (FBS) (Pan Biotech. Aidenbach, Germany) (30 min, 56°C) and 1%
(viv) of penicillin (100 U/mL)/streptomycin (100 mg/mL) (Pan Biotech). The cells
were maintained at 37°C in a humidified atmosphere (5% CQ,, 95% air), trypsinized
(0.05% trypsin—0.02% EDTA soluticn) and passaged twice a week. The cells were
seeded at 60,000 cells per well containing 1 mL of DMEM supplemented with 5% (v/
v) heat-inactivated FBS, 1% antibiotics (penicillin, streptemycin), and 10% FBS in 24-
well plates (FALCON, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). The stock solu-
tions of resveratrol (trans-resveratrol) and aza-stilbenes were prepared as follows: res-
veratrol was prepared at 50 mM in absclute ethanol (EtOH: Carlo Erba Reagents, Val
de Reuil, France) and aza-stilbenes (AZA-ST) were prepared at 50 mM in dimethyl
sulfoxide (DMSO; Sigma-Aldrich). In order to evaluate the effects of aza-stilbenes on
N2a cells comparatively to resveratrol, the growth medium was removed after 24 h of
culture and the N2a cells were incubated either with resveratrol, or aza-stilbenes used
at various concentrations ranging from 1.5 to 100 pM for 48 h.

= /R H0 . o E
HO NH, +  OHC - HO N P

R=2-0H, 3-OH, 4-OH, 3,5-diOH, 4-OMe, 2,-Br, 4-Br AZAST 1V

SCHEME 7.1
General procedure of synthesis of aza-stilbenes (AZA-ST) | to VI (Kotora et al., 2016).
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7.2 Material and methods

wolo  Table 7.1 Main chemical characteristics of resveratrol and aza-stilbenes

(AZA-ST).
Molecul Molecul: ight | Solubility
formula {g/mol) (50 mM, RT)
Resveratrol
CiaHi205 228.24 DMSC
o
Aza-Stilbenes
CiaHi1NC, 213.228 DMSQC, absolute
o }4@_0“ ethanal
AZAETI H
CiaHy{NOo 213.228 DMSO
OO
AZAST I
OH Ci3H11NC, 213.228 DMSC
< ;—N} @ -
AZASTIN
CiaHi1NCa 229.228 DMSC, absolute
ethanal
N
)
Ho' AZASTIV l/
o < > " _<=>_ CiaHaNCs 227.254 DMSO
o
AZASTY ?
o . CyaHygNCBr 276.11 DMSO
OO
AzigTvI
o CiaHigNCBr 276.11 DMSC, absolute
Q__ ethancl
N
O
AZA-ST VI
RT, room temperature.
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FIGURE 7.2

Aspect of resveratrol (trans RSV: 50 mM) and aza-stilbenes (AZA-ST: 50 mM) diluted in
absolute ethanol (EtOH) and DMSO, respectively.

0015

somo /.2.3 Measurement of cell viability with the fluorescein diacetate
assay

p0035 Cell viability was measured with the FDA (Sigma-Aldrich) assay which takes
into account esterase activity (Namsi et al., 2018, 2019). The N2a cells previously
cultured for 24 h into 24-well plates in DMEM containing 10% FBS, were further
incubated for 48 h with and without resveratrol, or aza-stilbenes used at different
concentrations (1.5—100 pM). At the end of treatment, cells were incubated in the
dark with 15 pg/mL FDA for 5 minutes at 37°C, rinsed twice with phosphate
buffered saline (PBS), then lysed with 10 mM Tris—HCI solution containing 1%
sodium dodecyl containing 1% sodium dodecyl sulfate (SDS) for 10 minutes.
Using a TECAN fluorescence microplate reader (Sumrise spectrophotometer,
TECAN, Lyon, France), the fluorescence intensity was measured with an excita-
tion at 485 nm and an emission at 528 nm. All assays were performed in three
independent experiments and performed in triplicate. Data were expressed as a
percentage of untreated cells (control).

w5 /.2.4 Evaluation of adherent cells with crystal violet staining
assay

poo40 The crystal violet viability test is used to mark living cells that have remained
adherent (Vega-Avila & Pugsley, 2011). Cells were seeded in 96-well plates at an
initial seeding density of 30,000 cells-cm 2, and incubated for 24 h at 37°C, 5%
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7.2 Material and methods

CO,. After exposure to resveratrol (1.5—100 pM) and AZA-ST (1.5—100 uM) for
48 h as described previously, the supernatants containing the dead cells are elimi-
nated and the cell layer is rinsed once with PBS. A solution of crystal violet
(Sigma Aldrich) is then added on adherent cells for 5 minutes. This dye contains
ethanol which will fix the cells and mark them at the level of the nuclei. Three
washes are carried out with distilled water to eliminate excess crystal violet. The
cells are then dried and incubated in a 0.1 M sodium citrate solution in 50% etha-
nol. The crystal violet present in the cells is thus dissolved and the absorbance
was read at 570 nm {Sassi et al., 2019). Data obtained with crystal violet staining
{optical density per well) were expressed as % control (untreated cells).

7.2.5 Flow cytometric guantification of cells with depolarized
mitochondria with DiOCg(3)

The variation of the mitochondrial transmembrane potential (A¥m) was measured
using 3,3"-dihexyloxacarbocyanine iodide (DIOCgx(3)) (Invitrogen/Thermo Fisher
Scientific, Montigny le Bretonneux, France). This fluorochrome accumulates in
the mitochondria proportionally to the A¥m value (Ragot et al., 2013); the higher
the AW¥m, the more the probe accumulates. After 48 h of treatment, adherent cells
collected by trypsinization were pooled with nonadherent cells, and stained with a
solution of DIOCg(3) at 40 nM (15 min; 37°C). The cells were immediately ana-
lyzed on a BD Accuri C6 flow cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA, USA).
The loss of A¥m is indicated by a decrease in the intensity of the green fluores-
cence collected through a band pass filter of 520 + 10nm. For each sample,
10,000 cells were acquired and the data were analyzed with FlowJo (Tree Star
Inc., Carrboro, NC, USA) software. All assays were performed in triplicate.

7.2.6 Flow cytometric measurement of mitochondrial reactive
oxygen species production with MitoSOX-Red

The MitoSOX-Red is a selective fluorochrome used for the detection of superox-
ide anion (O," ) at the mitochondrial level (Zarrouk et al., 2012). In the mito-
chondria, this fluorochrome is oxidized by O," , and exhibits an orange/red
fluorescence (MEx = 510 nm; AEm = 580 nm). Mitochendrial production of O,
was quantified by flow cytometry after staining with MitoSOX-Red (Thermo
Fisher Scientific), initially prepared at 5mM in PBS (Ghzaiel et al, 2021}
Briefly, after 48 h of treatment, adherent and nonadherent N2a cells were pooled,
stained with a 5 pM MitoSOX-Red solution and incubated for 15 min at 37°C. At
the end of the incubation time, the cells were immediately analyzed by flow cyto-
metry. The fluorescent signals were detected through a 580 = 20 nm band pass
filter using a BD Accuri C6 flow cytometer (BD Biosciences). For each sample,
10,000 cells were acquired. Data were analyzed with FlowJo software (Tree Star
Inc.). All assays were performed in triplicate.
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7.2.7 Statistical analysis

The experimental results were statistically analyzed with GraphPad Prism 8.0
software {GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Data were expressed as the
mean * standard deviation (SD) and compared with a Student’s r-test. A p-value
less than 0.05 was considered statistically significant.

7.3 Results

The impact of resveratrol and AZA-ST T to VII on cell viability and cell growth
were evaluated by two complementary assays: the FDA assay, which is fre-
quently used to evaluate esterase activity correlated with cell viability (Namsi
et al., 2018) and the crystal violet assay, which permits to quantify adherent
cells (Namsi et al., 2018). The quantity of adherent cells permits to evaluate cell
growth and also cell death since cytotoxic agents induce a loss of cell adhesion.
Noteworthy, under treatment with resveratrol and AZA-ST, the decrease of cell
viability was associated with a more or less pronounced decrease of FDA posi-
tive cells as shown in Fig. 7.3. Based on the IC50 values determined with the
FDA assay, as well as taking into account the effects of concentrations above
IC50 on cell viability, the cytotoxicity of the different molecules studied was in
the following range of order: AZA-ST IV (IC50 ~ 6.25pM) > resveratrol
(6.25 < IC50 << 12.5 pM)y > AZA-ST VI (IC50 ~ 12.5pM) > AZA-ST II
(IC50 ~ 12.5pM) > AZA-ST VII {12.5 < IC50 < 25puM) > AZA-ST Vv
(125 < IC50 < 25 pM) > AZA-ST III (12.5 < IC50 << 25 pM) > AZA-ST I
{12.5 < IC50 << 50 pM). Noteworthy, with the crystal violet assay (Fig. 7.4},
the IC50 values were in the same range of order than with the FDA assay. This
demonstrates that the loss of cell viability under treatment with resveratrol and
AZA-ST is associated with a decreased number of adherent cells. As it is well
established on different cell types that resveratrol triggers mitochondrial dys-
functions in a concentration dependent manner, the effects of AZA-ST have
been studied at the mitochondrial level and compared with those of resveratrol.
With the use of DIOCg(3), which allows for quantifying the A¥m, a more or
less pronounced loss of AWm is observed with the different AZA-ST since
12.5 pM (Fig. 7.5). This loss of AWm is associated with an overproduction of
superoxide anions at the mitochondrial level measured with MitoSOX
(Fig. 7.6).

Altogether, the data obtained show various cytotoxic effects with the different
AZA-ST studied. All the AZA-ST studied induce cytotoxic effects in a
concentration-dependent manner, characterized by a decrease of esterase activity
and a reduced number of adherent cells which are associated with mitochondrial
dysfunctions: loss of AWm and increased production of superoxide anions at the
mitochondrial level.
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10020

Evaluation with the fluorescein diacetate (FDA) assay of the effects of resveratrol and AZA-ST
|'to VIl on cell viability. NZ2a cells were incubated for 48 h with or without resveratrol or AZA-
ST I to VIl in a range of concentrations from 1.5 to 100 pM. The dotted red line makes it
possible to evaluate the value of the concentration (or the range of concentrations) reducing
cell viability by 50% (IC50). Data are the mean = SD of two independent experiments
performed in triplicate. Significance of the differences between control (untreated cells),
resveratrol or AZA-ST | fo VIl—treated cells; Student's test: *£<.05 or less.

Ostojic-MNM-1633385  978-0-323-90256-4 00023

268



Annexes

To protect the rights of the author(s) and publisher we inform you that this PDF is an uncorrected proof for internal business use only by the author(s), editor(s),
reviewer(s), Elsevier and typesetter MPS. It is not allowed to publish this proof online or in print. This proof copy is the copyright property of the publisher and

is confidential until formal publication.

Resveratrol (pM)

Adherent cells (Soonirol)-Crystal Violel

o
& e &P L

AZA-ST Il (i)

Adherent oells (Scontrol)-Crystal Vielel

& =¢"& KA

AZA-ST IV (M)

Adherent oells (Soontrol)-Crystal Violel

& 8 SE ¢ P @

AZA-ST VI (M)

Adhereni aells {(Soontrol)-Crystal Violel

S L P S

w025 FIGURE 7.4

AZA-ST (M)

Adherant cells (*conirol}-Crystal Violet

& ,‘i’%}n{s‘ S ® S

AZA-ST Il (1)

Adnerent cells (%scontrol)-Crystal Violet

Foppp P

AZA-STV (M)

Adherent cells (00ntrol}-Crystal Viokt

Gogpp b oo

AZA-ST VI (M)

Adherent oells (%controll-Crystal Viokt

e PP PES

Evaluation with the crystal viclet assay of the effects of resveratrol and AZA-ST | to VIl on cell
density. N2a cells were incubated for 48 h with or without resveratrol or AZA-ST Ito Vil in a
range of concentrations from 1.5 to 100 pM. The dotted red line makes it possible to evaluate
the value of the concentration (or the range of concentrations) reducing the number of
adherent cells by 50% (IC50). Data are the mean * SD of two independent experiments
performed in triplicate. Significance of the differences between contral (untreated cells),
resveratrol or AZA-ST | to Vil—treated cells: Student’s ttest: *#<.05 or less.
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FIGURE 7.5

Flow cytemetric evaluation of transmembrane mitochondrial potential (A¥m) with
DIOC(3) under treatment with resveratrol and AZA-ST | to VII. N2a cells were incubated
for 48 h with or without resveratrol or AZA-ST | to VIl in a range of concentrations from 1.5
to 100 M. Data are the mean = SD of two independent experiments performed in
triplicate. Significance of the differences between control (untreated cells), resveratrol or
AZA-ST | to Vll—treated cells; Student’s test: *P<.05 or less.
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0035

Flow cytometric evaluation of superoxide anions production at the mitochondrial level with
MiteSOX under treatment with resveratrol and AZA-ST | to VII. N2a cells were incubated
for 48 h with or without resveratrol or AZA-ST | to VIl in a range of concentrations from 1.5
to 100 pM. Data are the mean = SD of two independent experiments performed in
triplicate. Significance of the differences between control (Untreated cells), resveratrol or
AZA-ST | to Vll—treated cells; Student's test: *P< 05 or less.
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7.4 Discussion and conclusion

Resveratrol, under its trans configuration, is one of the most studied polyphenols
both in vitro and in vivo (Zhang et al., 2021). It is a major compound of the
Mediterranean diet with antiaging (Li et al., 2021), antioxidant (Silva et al.,
2019), antiinflammatory (Alesci et al., 2022) and antitumoral (Yang et al., 2022)
activities. In vivo, the major problem of resveratrel is its rapid catabolism that
attenuates its biological activity (Yammine et al., 2021). Resveratrol derivatives,
aza-stilbenes (Lizard et al., 2020), have therefore been synthesized with the aim
of having a biological activity close to or more efficient than resveratrol with a
lower catabolism.

In terms of toxicity, taking into account cell viability evaluated with esterase
activity (FDA assay) and the quantity of adherent cells (crystal violet assay), the
results obtained with aza-stilbenes (AZA-ST T to VII) show variable toxicity,
either lower or stronger than resveratrol. Thus, with the different AZA-ST which
have been synthetized, the IC50 values are in the range of 6.25—25 pM.

Thus, as observed with resveratrol, AZA-ST—induced cell death is associated
with a decrease of esterase activity. This decrease, which corresponds to a loss of
cell viability, is associated with a lower number of adherent cells. Truly, as previ-
ously reported with RSV (Namsi et al., 2018), cell death induction, not only
reduces cell growth but also favors cell detachment associated with an increase
number of nonadherent cells floating in the culture medium.

In addition, as observed with RSV, the cytotoxic effects of AZA-ST are associ-
ated with marked mitochondrial dysfunctions characterized by a loss of A¥m
oceurring since 12.5—25 pM and associated with an overproduction of superoxide
anions. Therefore, from 12.5pM and higher, it is suggested that AZA-ST could
have antitumoral activities, as reported with resveratrol (Vervandier-Fasseur &
Latruffe, 2019, Yammine et al., 2021). At lower concentrations, in the range of
1.5—6.25 pM, it will be interesting to evaluate the cytoprotective and neurotrophic
activities of AZA-ST. Indeed, at low concentrations, some polyphenols (resveratrol,
quercetin, apigenin) are known to induce cell differentiation on different cell types
(N2a cells which are murine neuronal cells) (Namsi et al., 2018); C2C12 cells
which are murine skeletal muscle cells (Kaminski et al., 2012)) and also to prevent
T-ketocholesterol-induced cell death by oxiapoptophagy involving OXIdative stress,
APOPTOsis and autoPHAGY on N2a cells (Nury et al., 2021 Yammine et al,
2020). Altogether, the data obtained support the hypothesis that AZA-ST could act
on the cell signaling involved in the control of the RedOx status, mitochondrial
activity, and cell death (apoptosis and autophagy). In addition, as immunostimulant
activities of polyphenols have been reported on the innate and adaptive immune
response in cancer (Ghiringhelli et al., 2012), it will be important to study the
effects of AZA-ST in the context of cancer immunotherapy.

In conclusion, on N2a cells, although the cytotoxic activities of the AZA-ST
studied are more or less pronounced depending on the molecule considered, all
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the AZA-ST analyzed induce {as observed with resveratrol) a decrease in esterase
activity associated with a decrease in the number of adherent cells and induce sig-
nificant dysfunctions at the mitochondrial level: loss of A¥m and overproduction
of superoxide anions. These biological activitics, which evocate those of resvera-
trol, encourage us to specify the actvities of AZA-ST in vivo and to simulta-
neously evaluate their catabolism.
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Abstract

Polyphenols are natural antioxidant melecules. They are present in several com-
pounds, mainly fruits and vegetable, of the Mediterranean diet and have benefits
on human health. Several studies support that they delay the aging process and
prevent age-related diseases. However, as polyphenols are rapidly metabolized,
their in vivo efficiency can be limited. Having more effective polyphenols in vivo
is therefore a major challenge. In this context, aza-stilbenes deriving from resver-
atrol (trans-resveratrol) have been synthetized. In a first step, the cytotoxic activi-
ties of these molecules (AZA-ST 1 to VI) were compared with those of
resveratrol (trans-resveratrol) in a range of concentrations from 1.5 to 100 pM
after 48 h of culture on murine neuronal N2a cells with complementary micro-
methods: fluorescein diacetate assay, which evaluates cell viability, and crystal
violet assay, which permits the measure of density of adherent cells. In a second
step, the impact of these molecules at the mitochondrial level were determined:
the transmembrane mitochondrial potential (A¥m) was measured by flow cyto-
metry after staining with DiOCg(3) and the mitochondrial production of superox-
ide anions was quantified by flow cytometry after staining with MitoSOX.
Altogether, comparatively to resveratrol, our data show different levels of cyto-
toxicity of AZA ST I to VII with 50% inhibiting concentrations (IC50) values in
the range of 6.25—25 pM. In addition, as observed with resveratrol, these cyto-
toxic effects were associated with a dose-dependent loss of A¥m and an overpro-
duction of superoxide anions at the mitochondrial level. In conclusion, the aza-
stilbenes I to VII have varying toxicities. Like resveratrol, when they are used at
high concentrations, they induce mitochondrial dysfunctions.

Keywords: Polyphenol; resveratrol; stilbene: Aza-stilbene; mitochondria; N2a
cells
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Abstract

Oxysterols, resulting from the oxidation of cholesterol, are formed either by autoxidation,
enzymatically, or by both processes. These molecules, which are provided in more or less
important quantities depending on the type of diet, are also formed in the body and their
presence is associated with a normal physiological activity. Their increase and decrease at the
cellular level and in biological fluids can have significant consequences on health due or not
to the interaction of some of these molecules with different types of receptors but also because
oxysterols are involved in the regulation of RedOx balance, cytokinic and non-cytokinic
inflammation, lipid metabolism and induction of cell death. Currently, various pathologies
such as age-related diseases, inflammatory and infectious diseases and several cancers are
associated with abnormal levels of oxysterols. Due to the important biological activities of
oxysterols, their interaction with several receptors and their very likely implications in several
diseases, this review focuses on these molecules and on oxysterol derivatives, that are often
more efficient, in a therapeutic context. Currently, several oxysterol derivatives are developed

and are attracting a lot of interest.

Keywords
Oxysterols, therapeutic applications, age-related discases, Alzheimer’s disease, cardiovascular

diseases, eye diseases, osteoporosis, infectious diseases, inflammatory diseases, cancer.

Abbreviations

AMD : age-related macular degeneration ; ChEH : cholesterol epoxide hydrolase ; LXRs :
liver X receptors o or B; CT: cholestane-3beta-5alpha-6beta-triol ; 4B-OHC: 4B-
hydroxycholesterol ; 7KC : 7-ketocholesterol ; 7B-OHC : 70-OHC : 7o-hydroxycholesterol ;
7B-hydroxycholesterol S0,6a-EC : Sa,6a-epoxycholesterol ; 5B.6B-EC : 5B.6B-
epoxycholesterol ; 208-OHC : 20(8S)-hydroxycholesterol ; 22R-OHC : 22(R)-
hydroxycholesterol ; 228-OHC : 22(S)-hydroxycholesterol ; 24S-OHC : 24(8)-
hydroxycholesterol ; 25-OHC : 25-hydroxycholesterol or 5-Cholestene-33,25-diol; 7a,25
DHC : 7a,25-dihydroxycholesterol ; CH25H : cholesterol 25-hydroxylase; 27-OHC : 27-
hydroxycholesterol
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1. Oxysterols: from key players in various diseases to therapeutic applications

Oxysterols are derived from the oxidation of cholesterol (also named: cholesterin,
cholesteryl alcohol, and cholest-5-en-3beta-ol, PubChem CID 5997) (Figure 1). Oxysterols
formed by autoxidation and / or enzymatically are identified at variable levels in all cells of
the body as well as in biological fluids, and are associated with normal physiological activity
(Mutemberezi et al., 2016). From one cell type to another, depending on the tissue and the
organ considered, the oxysterol profile can be different, and it can vary under the influence of
intrinsic factors (genetic factors, metabolism) and extrinsic factors (lifestyle, physical and
emotional stress, diet) (Dias et al., 2019). Oxysterol levels, depending on the discases
concerned and their stages, can be either decreased or increased, highly or slightly. In
addition, oxysterols are involved in the regulation of RedOx balance, cytokinic and non-
cytokinic inflammation, lipid metabolism and the activation of cell death which are hallmarks
of aging and of age-related diseases (de Freitas et al., 2021) (de Medina et al., 2022). Some of
them, especially those oxidized on the side chain, also interact with specific receptors such as:
(a) nuclear receptors (liver X receptors (LXRs) a or B (Viennois et al., 2011); retinoic acid
receptor-related orphan receptor & and v (RORa [NR1F1] and RORy [NR1F3]) (Wang et al.,
2010); (b) cytoplasmic receptors such as SREBP (sterol regulatory element binding
transcription protein) (Sato, 2010), NPC1 (NPC intracellular cholesterol transporter 1 /
Nieman-Pick type C1) (Yu et al., 2014), FXR (NR1H4, farnesoid X receptor alpha) (Kovac et
al., 2019), oxysterols binding proteins (OSBPs), OSBPs-related proteins (ORPs) (Olkkonen
and Ikonen, 2022) (Arora et al., 2022) and cholesterol epoxide hydrolase (ChEH) (also named
anti-estrogen binding site (AEBS) which is an hetero-oligomeric complex comprising 3[3-
hydroxysterol-8(8)-8(7)-isomerase (D8D7I) and 3p-hydroxysterol-é (7)-reductase (DHCR7))
(Silvente-Poirot and Poirot, 2012), and (c) the Epstein—Barr virus-induced gene 2 receptor
(EBI2, also known as GPR183) (Hannedouche et al., 2011) (Liu et al., 2011) (Emgard et al.,
2018). Some of these receptors are involved in cholesterol trafficking, cell proliferation, and
cell death. There are also several lines of evidence that RORs, FXR, LXRs, and EBI2 are
involved in inflammation (Spann and Glass, 2013) (Pascual-Garcia and Valledor, 2012)
(Fessler, 2018) (Cariello et al., 2021). 7-ketocholesterol (7KC) and 7B-hydroxycholesterol(73-
OHC), either minimally or do not interact with these receptors. However, 7KC could interact
with tyrosine kinases receptors (Kim and Lee, 2010). Due to the important biological

activities of oxysterols, their interaction with several receptors and their very likely
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implications in several diseases especially age-related diseases (cardiovascular and eye
diseases, neurodegenerative diseases, osteoporosis) (Zarrouk et al., 2014), infectious and
inflammatory diseases, such as COVID-19 (Marcello et al., 2020) and inflammatory bowel
disease (Offei et al., 2019), as well as some cancer, especially breast cancer (Decker et al.,
2023) and prostate cancer (Celhay et al., 2019), this has led to study these molecules in a
pharmacological context and to develop oxysterol derivatives for therapeutic applications
(Brown et al., 2021). In addition, oxysterol levels may be employed as biomarkers for the
diagnosis of specific diseases or in predicting the incidence rate of diseases such as age-

related diseases, infectious and inflammatory diseases and cancer (Samadi et al., 2021).

2. Pharmacological interest of oxysterols and derivatives in age-related diseases

2.1-Eye diseases

Cataract and age-related macular degeneration (AMD) are the most frequent age-
related eye diseases. In these diseases, the involvement of oxysterols is highly likely (Vejux et
al., 2011) (Zhang et al., 2021).

2.1L.1-Cataract

Cataracts can begin to develop as early as the age of 50 and symptoms can occur from
60 to 70 years of age. In cataract, characterized by a progressive opacity of the crystallin, the
contribution of oxysterols especiaally those formed by autoxidation, such 7KC, is widely
suspected (Girdo et al.,, 1998) (Vejux et al., 2011) (Reyes et al., 2023). At the moment, an
efficient surgical treatment is available. However, due to its cost, this treatment is not
necessarily accessible to all patients. Consequently, the identification of drugs allowing a non
surgical treatment, which would be less expensive, is an important challenge (Lian and
Afshari, 2020) (Lu et al., 2022). In addition, an alternative to surgical correction may be not
only applied to adult patients without access to surgical care but also to infantile cataracts
which cannot be cure by surgical treatment (Skinner and Miraldi Utz, 2017) (Xu et al., 2020).
At the moment, lanosterol and 25-hydroxycholesterol (25-OHC / 5-cholesten-3b,25-diol also
named VP1-001) have been reported to combat the aggregation of proteins in the crystallin
both in vivo and ex vivo (Zhao et al., 2013) (Chen et al., 2018) (Wang et al., 2022b) (Lee and
Afshari, 2023) (Figure 1). The ability of 25-OHC / VP1-001 to bind af-crystallin, a
chaperone maintaining protein stability and preserving lens transparency (Horwitz, 1992)
(Rajagopal et al., 2015), seems important to reverse lens opacity in mouse models of cataract

(Molnar et al., 2019). The efficiency of lanosterol and 25-OHC / VP1-001 is however
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controversed: both sterol would fail to reach an acceptable threshold binding scores for good
predictive binding to the a.B-crystallin (Daszynski et al., 2019).

2.1.2-Age-related macular degeneration

Age-related macular degeneration (AMD) concerns people over the age of 50. In
AMD which affects the retina and results in a loss of central vision, two forms exist: the dry
form (the most common), and the exudative form, which is rare and results from the evolution

of the dry form to an advanced stage (https://www.nei.nih.gov/learn-about-eye-health/eye-

conditions-and-diseases/age-related-macular-degeneration, consulted on 20 February, 2023).

AMD is characterized by the presence of high 7KC levels in lipid deposits called
drusens which are localized between the Bruch membrane and the basement membrane of
retinal pigment epithelial cells (Malvitte et al., 2006) (Rodriguez and Larrayoz, 2010)
(Rodriguez et al., 2014). Due to the pro-oxidant, pro-inflammatory, pro-angiogenic activities
of 7KC and to its capacity to trigger cell death (Vejux and Lizard, 2009) (Amaral et al., 2013),
this oxysterol could contribute to favor retinal damages including retinal neovessels
formation. Analysis of post-mortem eves of patients with AMD showed that retinal pigment
epithelial cells die by apoptosis (Dunaief et al., 2002) and investigations conducted with 7KC
and 7B-OHC on human retinal cell lines (R28, ARPE-19) (Ong et al., 2003) (Rodriguez et al.,
2004) and on primary cell cultures (neuroretina cells, primary porcine retinal pigment
epithelial cells) (Chang and Liu, 1998) (Joffre et al., 2007) described cvtotoxic and pro-
inflammatory effects with 7KC and 7B-OHC. The cytotoxic effect of 7B-OHC was also
studied on human pigment retinal epithelial cells (ARPE-19) (Malvitte et al., 2008). It was
shown that 7KC can be converted in 7B-OHC by the enzyme hydroxysteroid dehydrogenase
(11B-HSD1) expressed in retinal pigment epithelium and choroid (Zola et al., 2022) (Ghzaiel,
2022). On ARPE19 cells, 7B-OH induces a caspase-3-independent mode of cell death
associated with lysosomal destabilization (Malvitte et al., 2008). At the moment, the cytotoxic
effects of 7KC have been extensively studied to clarify its role in the pathophysiology of
AMD in order to identify pharmacological targets and new treatment strategies (Pariente et
al., 2019). In the context of AMD, but also of cataract, new therapeutic approaches based on
the degradation of 7KC or its inactivation are promising avenues (Ghosh and Khare, 2017)
(Ghzaiel, 2022).

It is important to emphasize that oxysterols oxidized on the lateral chain are also
present at the retinal level. These oxysterols formed enzymatically from cholesterol via the
enzyme CYP-46A1 to give 24(S)-hydroxycholesterol (24S-OHC) and via the enzyme CYP-
27A1 to give 27-hydroxycholesterol (27-OHC), are present in cone and rod cells as well as in
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nerve cells such as Miller cells (Léger-Chamay et al., 2019) (Zhang et al., 2021). These
oxysterols depending on their concentrations may also influence the activity of retinal cells.
So, in AMD, decrease and/or increase expression and/or activity of CYP46-Al and CYP27-
Al may be involved. In agreement with this hypothesis, mice deficient in CYP46-A1 and/or
CYP27-Al in the retina have disturbed electroretinograms indicating a decreased of the vision

(Petrov et al., 2019).

2.2-Alzheimer’s disease

In France, Alzheimer's disease affects 3% of the age group over 65 years and more
than 20% of the population over 80 years. Currently, in Alzheimer's disecase the amyloid
theory is the best known and the most studied (Paroni et al., 2019) (Ma et al., 2022). The latter
has more or less put other fields of research in second place such as the involvement of lipid
metabolism (fatty acids, cholesterol) as well as the involvement of oxysterols in this frequent
and highly disabling neurodegenerative disease with significant social and economic
consequences (Bjorkhem et al., 2006) (Kenigsberg et al., 2009). These two approaches,
amyloid and lipid theory of Alzheimer's disease, are not as distinct: indeed, amyloids can have
consequences on lipid metabolism, and the latter can interact with amyloidogenesis (Sjogren
et al., 2006) (Zarrouk et al., 2018). For several years, it is important to underline that the
involvement of cholesterol and its precursors as well as of some of its oxidized derivatives
(oxysterols) has been widely suspected (Vaya and Schipper, 2007).

In Alzheimer's disease a prominent role is mainly attributed to 24S-OH, initially
named cerebrosterol (Di Frisco et al., 1953). Indeed, when 24S-OHC is quantified in
cerebrospinal fluid and plasma, its quantity makes possible to assess brain status (brain mass,
neuronal metabolism) (Leoni and Caccia, 2011). At the beginning of the disease, the
destruction of neurons can lead to an increase in 24S-OHC, while in advanced stages, when
brain mass is decreased, the amount of 24S-OHC is decreased. In humans and mouse models,
CYP46A1 activity is altered. Currently, in addition to 24S-OHC, 27-OHC formed from
cholesterol by the enzyme CYP-27A1 also appears to be involved in the pathophysiology of
Alzheimer's disease (Wang et al., 2016). Indeed, 27-OHC can cross the blood brain barrier
which is altered in Alzheimer’s disease (Bjérkhem, 2006), and there is evidence indicating its
influence in the progression of the disease (Loera-Valencia et al., 2019). Interestingly,
synthetic oxysterols inducing the production of the LXR agonists 24S-OHC by upregulating
CYP4641, encoding the enzyme converting cholesterol into 24S-OHC, were also described
(Zhan et al., 2023).
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Whereas 24S-OHC and 27-OHC are potentially most closely involved in the
pathogenesis of Alzheimer’s disease, the possible involvement of oxysterols resulting from
cholesterol autoxidation, including 7KC and 7B-OHC, is now emerging (Testa et al., 2016)
(Zarrouk et al, 2020). In a systematic analysis of oxysterols in post-mortem human
Alzheimer’s disease brains, classified by the Braak staging system of neurofibrillary
pathology, several oxysterols deriving from cholesterol autoxidation were identified; 7KC,
7B-OHC, 7a-hydroxycholesterol (70-OHC), 4p-hydroxycholesterol (4B-OHC), 5a,6a-
epoxycholesterol (5a,6a-EC), and 5B,6B-epoxycholesterol (5B,6B-EC) (Testa et al., 2016).

By initiating cholesterol efflux and activating the cholesterol synthesis pathway,
CYP46AL1 is the key enzyme that ensures brain cholesterol turnover (Pikuleva and Cartier,

2021) and constitutes a new therapeutic target in Alzheimer’s disease (Djelti et al., 2015).

2.3-Osteoporosis

The effects of oxysterols on osteogenesis have been reported since 2004 by Kha et al
in the murine multipotent bone marrow stromal M2-B104 cells which differentiate in
osteoblasts and adipocytes (Kha et al., 2004).

On M2-B104 cells, pro-osteogenic effects have been observed with (22(R)-
hydroxycholesterol (22R-OHC), 22(S)-hydroxycholesterol (22S-OHC) and 20(S)-
hydroxycholesterol (20S-OHC), while anti-osteogenic effects have been found with 7KC
(Kha et al., 2004) as well as with cholestane-3beta-5alpha-6beta-triol (CT) on rat bone
marrow stromal cells (Liu et al., 2005) (Figure 2). 22R-OHC and 22S-OHC, which are LXR
agonist and antagonist, respectively (Janowski et al., 1996), are osteogenic inducers, whereas
they have opposing effects on ROS production (Shouhed et al., 2005). On M2-10B4 and
C3H10T1/2, osteogenesis induced by 20S-OHC and 22S-OHC involves protein kinase A
(PKA) - and protein kinase C (PKC)-associated signaling pathways (Richardson et al., 2007)
as well as the Hedgehog pathway (Dwyer et al., 2007) (Kim et al., 2007) (Amantea et al.,
2008). The combination of 225-OHC and 20S-OHC also promotes periodontal regeneration
using periodontal ligament stem cells and alveolar bone healing models (Lee et al., 2017)
(Che et al., 2022). It has also been shown that 27-OHC, which can be found at high level in
the plasma of post-menopausal women and interacts with the estrogen receptor (Nelson et al.,
2014) (He and Nelson, 2017), could also promote osteoporosis (Chang et al., 2019). 25-OHC
formed from cholesterol by the enzyme CH25H also inhibits differentiation into osteoblasts
(Moseti et al., 2020). This oxysterol triggers oxiapoptophagy (Nury et al., 2021) in human

osteoblast-like MG-63 cells and in the femoral bone of a mouse model of osteoporosis
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obtained by ovariectomy (Seo et al., 2023). Consequently, there are several proofs in favor of
an involvement of oxysterols formed either by autoxidation (7KC) and enzymatically (22R-
OHC, 22S8-OHC, 20S-OHC, 27-OHC) or both (25-OHC) in osteoporosis.

At the moment, several oxysterol derivatives of 20S-OHC have been synthesized to
identify molecules more suitable for clinical applications. Two structural derivatives of 20S-
OHC, Oxy34 and Oxy49 (Figure 3), were identified inducing osteogenic differentiation and
inhibiting the adipogenic differentiation of murine bone marrow stromal cells (M2-10B4)
through activation of Hedgehog signaling (Johnson et al., 2011). Oxy49 also induces
osteogenic differentiation on rabbit bone marrow stromal cells (Hokugo et al., 2013). Despite
the great promise of Oxy34 and Oxy49, it was important to obtain molecules as efficient with
a significantly lower production cost. According to these criteria, Oxy133 (Figure 3) which
induces significant expression of osteogenic markers Runx2, osterix, alkaline phosphatase,
bone sialoprotein, and osteocalcin in C3H10T1/2 mouse embryonic fibroblasts and in M2-

10B4 cells, was obtained (Montgomery et al., 2014).

3. Oxysterols and derivatives in the pathophysiology and treatment of infectious
diseases

Some oxysterol such as 25-OHC and its metabolite 70,25-dihydroxycholesterol (70,25 DHC)
synthesized from 25-hydroxycholesterol by cytochrome P450 family 7 subfamily B member 1
(CYP7BI1) enzyme as well as 27-OHC have emerged as important lipid mediators in the
response to both bacterial and viral infections mostly through the modulation of the immune
response (Bah et al., 2017) (Foo et al., 2022);, however, these oxysterols can also reduce viral
entry in the cells, reduce viral replication, assembly and release (Foo et al., 2022) ; CH25H
may inhibit SARS-CoV-2 and other coronaviruses by depleting membrane cholesterol and
blocking membrane fusion (Wang et al., 2020) (Zang et al., 2020). 25-OHC is also described
as a potent SARS-CoV-2 inhibitor (Zu et al., 2020). In addition, there are lot of evidences that
25-OHC and 7a,25-DHC have wide-ranging influences on innate and adaptive immunity
(Cyster et al., 2014). Oxysterols bearing an additional ketone or hydroxyl group in the sterol
ring, namely in the B ring, such as 7KC, 7a-OHC, and 7B-OHC, also have some antiviral
activities (Lembo et al., 2016). In patients with severe forms of COVID-19, physiological
serum levels of 27-OHC were significantly decreased compared to the matched control group
whereas 7KC and 7B-OHC levels were significantly increase (Marcello et al., 2020) leading
to suggest that 7KC might be involved in the pathophysiology of COVID-19 by contributing
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to the acute respiratory distress syndrome via its pro-oxidant and pro-inflammatory activities
(Ghzaiel et al., 2021). In addition, 7KC, 22R-OHC, 24S-OHC, and 27-OHC, substantially
inhibited SARS-CoV-2 propagation in cultured cells, and the oxysterol derivatives Oxy210
and Oxy232 (Figure 3) reduce viral replication more than 90% at 10 uM and 99% at 15 uM,
respectively (Ohashi et al., 2021).

4. Oxysterols and derivatives in inflammatory diseases and immunotherapy

There are lot of evidence supporting the involvement of oxysterols in frequent inflammatory
human diseases such as atherosclerosis, inflammatory Bowel disease and arthritis (Testa et al.,
2018). 7KC and 7B-OHC which are found at increased level in the plasma and atherosclerotic
plaques of patients with cardiovascular diseases are strongly pro-inflammatory oxysterols
(Vejux and Lizard, 2009). Several adverse activities (including stimulation of oxidative stress
and induction of inflammatory processes) of 7KC, 7B-OHC, 30.,6a-EC, and 5B,6B3-EC often
present at elevated concentration in processed and/or stored cholesterol-rich foods are
suspected in inflammatory Bowel disease (Biasi et al., 2009). Slight but significant increases
of 7KC and CT were also observed in silicosis (Aksu et al., 2020). In addition, critical roles of
25-OHC (formed from cholesterol by the enzyme cholesterol 25-hydroxylase (CH25H)) and
its metabolite 7,25 DHC, which interacts with EBI2, also known as GPR183, are suspected
in inflammatory Bowel disease. Thus, 25-OHC limits intestinal IgA plasma cell
differentiation (Trindade et al., 2021), and 7a,25 DHC promotes colonic inflammation in mice
(Emgard et al., 2018). CH25H may contribute to intestinal fibrosis which is a common
complication of Crohn's disease (Raselli et al., 2019). 25-OHC could also be involved in
osteoarthritis; this oxysterol induces apoptosis on chondrocytes and caspase-dependent
apoptosis as well as proteoglycan loss in the articular cartilage of cultured rat knee joints (Seo
et al., 2020). Noteworthy, Oxy210 (Figure 3) has marked anti-inflammatory activities in
human and mouse macrophages, THP-1 and RAW264.7, respectively, via Inhibition of Toll-
like Receptor (TLR) 4 and TLR2 signaling (Wang et al., 2022a).

S. Oxysterols and derivatives in cancer: focus on new therapeutic tools and concept

of metabolic therapy

Lipid metabolism is an important criterion to take into account in carcinogenesis because it

affects cell proliferation and differentiation, oxidative stress, inflammation, and multidrug
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resistance which are all parameters involved in the control of cell death (Huang and Freter,
2015). It is currently well established that some oxysterols interacting or not with receptors
are involved in carcinogenesis because of their mutagenic and carcinogenic properties, their
effects on cell differentiation, and their pro-oxidant and inflammatory properties (Jusakul et
al., 2011) (de Freitas et al., 2021). However, the contribution of oxysterols in carcinogenesis
seems to be more subtle since some of their derivatives, such as dendrogenin-A (DDA), may
have anti-tumour properties (Poirot and Silvente-Poirot, 2018) while other such as 6-oxo-
cholestan-33,5a-diol (OCDO) can be pro-tumoral (Poirot et al., 2018). The involvement of
oxysterols and metabolites in common cancers therefore represents a promising field of study
to better understand certain cancers and to identify new treatments, in particular in the context
of metabolic therapy (targeting for exemple cholesterol metabolism) (Sassi et al., 2021)
(Griffiths and Wang, 2022), which can be considered as a promising therapy with few side
effects. It should be noted that even if aging does not cause cancer, it is more common in

people over 65 years of age (Serraino, 2007).
5.1-Breast cancer

Breast cancer is the most common cancer in women in the world and is also the most common
form of cancer (Fitzmaurice et al., 2018). In breast cancer, cholesterol metabolism as well as
ceratin oxysterols (7KC, 5a,60-EC, 3B,6B-EC, CT and 27-OHC) may play an important role
in tumor development and progression (Sawada et al., 2020) (Figure 4). In 2010, de Medina
et al. identified cholesterol-5,6-epoxide hydrolase (ChEH) as a target for tamoxifen and anti
estrogen binding site (AEBS) ligands ; they show 1) that AEBS is a hetero-oligomeric
complex composed of 3beta-hydroxysterol-Delta8-Delta7-isomerase (D8D7I) and 3beta-
hydroxysterol-Delta7-reductase (DHCR7) which binds different structural classes of ligands,
including ring B oxysterols, 2) that the substrates of ChEH, 5,6a-EC and 5,6B-EC, and its
product (CT) are competitive ligands of tamoxifen binding to the AEBS, and 3) that each
AEBS ligand is an inhibitor of ChEH activity (de Medina et al., 2010). The 5,6-ECs are
metabolized in breast cancers to the tumour promoter OCDO whereas, in normal breast tissue,
they are metabolized to the tumour suppressor metabolite, DDA (de Medina et al., 2021).
These data pave the way for new therapeutic strategies in breast cancer. There is evidence that
7KC and 27-OHC could contribute to drug resistance. Thus, in human breast tumour MCF-7
cells, which have a high estrogen receptor (ER)a/ERP ratio, 7KC and 27-OHC decreased the
toxicity of doxorubicin, and 7-KC stimulated the efflux function of P-glycoprotein (P-gp) and
increases the mRNA and protein levels of P-gp (Wang et al., 2017). There are also more and
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more evidences that 27-OHC, which can be enhanced in the plasma of postmenopausal
women, and and wich interacts with the estrogen receptors, could contribute to breast cancer

development (Nelson et al., 2014) (Biasi et al., 2022).

3.2-Glioblastoma

Despite the progress made in recent years in the field of oncology, the status of glioblastoma
treatment remains unsatisfactory. Glioblastoma is the most common malignant primary brain
tumor and is invariably fatal to affected patients. Major challenges are the limitation of
irreversible brain damage and the infiltrative part of the tumor tissue which is the ultimate
cause of recurrence. At the time of recurrence, treatment options are very limited with modest
activity. Oxysterols belong to a class of bioactive lipids that are implicated in neurological
diseases and are associated with various tumor types (de Weille et al., 2013a) (Kloudova-
Spalenkova et al., 2021). Oxysterols are potent inhibitors of the endogenous cholesterol
biosynthesis in brain and show in vivo a correlation between cholesterogenesis (Wang et al.,
2008) and reactive astrocyte proliferation (Velazquez et al., 2006). In addition, oxysterols can
also inhibit astrogliosis and intracranial glioblastoma growth (Bochelen et al., 1995).
Glioblastoma is remarkably dependent on cholesterol for survival, rendering these tumors
sensitive to LXR agonist-dependent cell death (Villa et al., 2016). Some oxysterols, especially
those oxidized on the lateral chain, are major activators of LXR (Janowski et al., 1996)
(Janowski et al., 1999). It has been shown that LXR-mediated pathways interfere with
cholesterol metabolism (Janowski et al., 1996). LXRs and SREBPs constitute a negative
feedback loop to regulate the homeostasis of cellular cholesterol metabolism, and numerous
studies have found that a variety of drugs alter the cholesterol levels in glioblastoma cells by
acting on these two pathways (Guo et al., 2022). Oxysterols such as 24-OHC/25-OHC can
inhibit cholesterol synthesis by inhibiting SREBP (Goldstein et al., 2006) (Han et al., 2020).
Thus, it is not surprising that some oxysterols are able to inhibit cancer cell proliferation
including glioblastoma (Guo et al., 2011). Furthermore, gene expression and lipidomic
analyses revealed that LXR-B regulates the expression of immune response gene sets and
lipids known to be involved in immune modulation. Thus, therapeutic targeting of LXR-f in
glioblastoma might be effective through diverse mechanisms (Patel et al., 2019). Moreover,
dysregulation of lipids in phospholipidosis inhibit glioblastoma cell proliferation and may
play key roles in the induction of apoptosis by oxysterols. Anticancer activity of these

compounds may be related to the immobilization of cancer cells as a result of stiffening effect
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caused by oxysterols (Wngtrzak et al., 2021). In addition to lowering cellular cholesterol,
oxysterols inhibit glioblastoma growth through multiple mechanisms. The 7B-
hydroxycholesterol (7B-OHC) induces ROS overproduction in rat C6 glioma cells, resulting
in a non apoptotic mode of cell death (Sassi et al., 2019). The effect of 73-OHC on the growth
and mitogen-activated protein kinase (MAP)-kinase activity in C6 cell line was investigated.
The MAP-kinase activity decrease is correlated with the toxic effect of 7B-OHC and occurs at
first stages of 7B-OHC action (Adamczyk et al., 1998). It has also been demonstrated that 73-
OHC provokes transient activation of AMP-activated protein kinase (AMPK) in C6 cells
(Clarion et al., 2012). De Weille et al., have shown that 7B-OHC provokes both metabolic
stress, as witnessed by AMPK activation, increases cell cycle time, changes the affinity of
pyruvate kinase to its substrate, phosphoenol pyruvate, and changes in lipid raft composition
in C6 cells (de Weille et al.,, 2013b). The 7p-hydroxycholesteryl-3beta-oleate possesses
antitumor properties against the C6 cells injected in the frontal cortex of 6-day-old Wistar rats
(Werthle et al., 1994). The effect of an analog of this molecule, 7B-hydroxycholesterol-3beta-
O-oleyl, was investigated (Rakotoarivelo et al., 2006). The 7B-ether and 7B-ester forms
displayed similar antitumor activities whereas the 7B-ether form was more active on well-
developed glioblastoma. The 7p-ether form had a cytostatic rather than a cytotoxic effect. It is
suggested that the absence of "etherases" enhances the antitumor activity of this type of
compound. Thus, an original therapeutic approach for glioblastoma treatment may be
envisaged with such compounds (Rakotoarivelo et al.,, 2006). Local administration of 7f3-
hydroxycholesteryl-3-oleate inhibits growth of C6 cells and might be useful for local
glioblastoma chemotherapy (Werthle et al., 1994). Furthermore, 7B-OHC and 7B-
hydroxycholesteryl-3-esters have anti-proliferative and anti-inflammatory properties
(Bochelen et al., 1992). The 7B-OHC cytotoxicity has been shown in vivo and in vitro to be
dependent on the accumulation of its esters (Clarion et al., 2012). Clarion et al. demonstrated
that 7B-OHC exerts cytotoxicity in glioblastoma cells via the accumulation of 78-OHC esters
in lipid rafts, which triggers energy stress, activates a variety of signaling pathways, such as
extracellular signal-regulated kinases (ERK), AMPK and phosphoinositide 3-kinase
(PI3K)/Akt, and finally activates the P38 signaling pathway, leading to cell death (Clarion et
al., 2012). The 24S-OHC exerts different effects on U-87 MG human glioblastoma cells
depending on its level. At lower concentrations it stimulates cellular processes critical to
maintain redox homeostasis, while at higher dose it induces a dose dependent toxicity
associated with increased reactive oxygen species production (Cigliano et al., 2019). The 25-

OHC, can suppress IL-1p production, thus reducing inflammation but it is ineffective to
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restore autophagy flux and to decrease apoptosis levels in human glioblastoma cell line (U87-
MG) (Tricarico et al., 2017). Eibinger et al. found that 25-OHC acts as a chemokine to
promote the recruitment of tumor-related macrophages (Eibinger et al., 2013), suggesting that
25-OHC may be related to tumorigenesis and tumor progression. Many studies have
elucidated the effects of 27-OHC in glioblastoma. It is not surprising that its effects are
conflicting, because this oxysterol can have different effects in various cancers. The 27-OHC
increased the proliferation, colony formation, emigration, and invading of U251 and U118
MG cells which are human glioblastoma cell lines. In U251 and U118 MG cell lines, 27-OHC
administration was likewise related to an increase in the production of glioblastoma-initiating
cells. The 27-OHC has shown to increase the expression of phosphorylated MAK (pMAPK),
phosphorylated mammalian target of rapamycin (pmTOR), phosphorylated AKT (pAKT),
p70S6K, and YKL40 in glioblastoma cells (Liu et al., 2019). Furthermore, elevated
concentrations of 27-OHC in glioblastoma tissues were linked to a poor prognosis in
sufferers. Finally, 27-OHC could have a crucial function in developing glioblastoma
(Abdalkareem Jasim et al., 2022). Nevertheless, other study found that 27-OHC inhibits cell
viability and induces apoptosis by reducing cholesterol in C6 glioma cells (An et al., 2017).
The comparative study of natural and synthetic oxysterols effects on rat C6 glioma cells
underline that they can potentially constitute a new group of molecules to treat glioblastoma
(Sassi et al., 2021). Therefore, we believe that some oxysterols are good candidates as new
therapeutic molecules, in a context of metabolic therapy of glioblastoma, and could constitute
an alternative to the currently aggressive treatments of this brain cancer (radiotherapy,
chimiotherapy with memantine), and/or that they could be of interest to potentialize the

activity of current treatments.

5.4-Myeloma

Multiple myeloma is an haematological cancer with frequent patient relapse due to drug
resistance. On JIN3 and U266 human myeloma cells and on ex vivo in myeloma patients’
sorted CD138+ malignant cells, two cholesterol derivatives (50,6a-EC and 58,6B-EC isomers)
induce a mode of cell death by oxiapoptophagy (Nury et al., 2021) through concomitant
oxidative stress, caspase-3-mediated apoptosis and autophagy (Jaouadi et al., 2021). These
data highlight anti-tumor activity of 5a,6a-EC and 33,6B-EC against human myeloma cells,

paving the way for future therapeutic strategies in multiple myeloma.
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5.5. Non small cell lung cancer

Non small cell lung cancer (NSCLC) is a leading cause of cancer often associated with
metastasis and drug resistance. In patients with NSCLC, the 27-OHC content was
significantly higher in the tumor region than in the non-tumor region (Takada et al., 2022).
Oxyl86 and Oxy210 are oxysterol derivatives (Figure 4). In the human NSCLC cell line
A549, Oxyl86 and Oxy210 inhibit WNT / B-catenin signaling and suppressed the
proliferation of A549 cells; Oxy186 (50 mg/kg ; oral gavage ; daily) also inhibits A549 tumor
growth in mice (Tang et al., 2022). Oxy210 also inhibits proliferation as well as tumor growth
factor (TGF)-B and Hedghog signaling in A549 NSCLC cells (Stappenbeck et al., 2019). In
mice, Oxy210 has drug-like properties, including chemical scalability, metabolic stability and

oral bioavailability in mice.

5.5-Prostate cancer

Prostate cancer is the most frequent cancer of older men. More than 60% of prostate cancers
appear from the age of 65, and this cancer is rare before the age of 50. Its evolution, generally
slow, spreads over several years and can lead to metastases. Different treatments (surgery,
radiotherapy, homonotherapy, chemotherapy) are often associated with side effects and have
limited effectiveness. Developing new physical or chemicaltreatments is therefore a major
challenge. In prostate cancer, some oxysterols and their metabolites as well as LXRs receptors
may contribute to the evolution of this tumor. The oxysterols concerned are 27-OHC and CT
(Kloudova et al., 2017). Treatment with the synthetic LXR agonist T0901317 downregulates
the protein kinase B/ AKT survival pathway and trigger apoptosis on human prostate LNCaP
PCa cancer cells in both xenografted nude mice and cell culture (Pommier et al., 2010). LXRs
receptors appear to be good candidates for treating prostate cancer (De Boussac et al., 2013)

(Bousset et al., 2018).

5.6-Other types of cancer

The oxysterols can be involved in several types of cancer, and in any cases their beneficial or
detrimental effects must always be considered (Kloudova et al., 2017). 7KC could favor drug
resistance by inducing P-glycoprotein expression (Wang et al., 2013). 7KC and 7p-OHC
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induce cell death on different tumoral cells such as colon carcinoma cells (Roussi et al., 2006)
(Roussi et al., 2007), human monocytic leukemia cells (U937) and human hepatoma cells
(HepG2) (O'Callaghan et al., 2002). 22R-hydroxydesmosterol also induces cell death on
hepatoma cells (Hietter et al., 1984). Noteworthy, selective cytotoxic effects of 78-OHC have
been reported on murine lymphomas, lymphoblasts and lymphocytes (Hietter et al., 1986). As
for 27-OHC, it has beneficial or detrimental activities in breast cancer, prostate cancer, colon
cancer, gastric cancer, ovarian cancer, endometrial cancer, lung cancer, melanoma,
glioblastoma, thyroid cancer, adrenocortical cancer, and hepatocellular carcinoma

(Abdalkareem Jasim et al., 2022).

6.Conclusion and perspectives

The involvement of oxysterols obtained by cholesterol autoxidation (7KC, 7B-OHC, 70-OHC,
4B-OHC, 3a,6a-EC, 5B,6B-EC, CT) or enzymatically (20S-OHC, 22R-OHC, 22S8-OHC, 248-
OHC, 27-OHC, 25-OHC, 7a,25 DHC) or both (7a-OHC, 25-OHC) in several diseases (age-
related diseases, infectious and inflammatory diseases, cancer) is now well established and
some oxysterol derivatives (Oxy34, 49, 133, 186, 210, 232) could be new therapeutic tools
(Johnson et al., 2011) (Montgomery et al., 2014) (Ohashi et al., 2021) (Stappenbeck et al.,
2019) (Tang et al., 2022) (Tang et al., 2022) (Figure 5). The receptors with which they may
interact, the signalling pathways on which they act and the effects they induce are
increasingly well known. As a result, the pharmacological interest in these poorly studied
molecules is growing and oxysterol derivatives are being synthesised for therapeutic
purposes. It can be expected that better knowledge of the pharmacology of oxysterols will

lead to new drugs for diseases with a limited therapeutic arsenal.
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Figures Legends

Figure 1: Prevention of cataract with sterols. Lanosterol and 25-hydroxycholesterol (25-
OHC, also named 3-Cholestene-3[3,25-diol) clarify the lens. 25-OHC is known as VP1-001

for its use in cataract as eye drops to clarify the crystallin

(https://newdrugapprovals.org/2022/06/20/vp1-001/, accessed on 20 february 2023).
Cholesterol, wich is the precursor of all oxysterols (formed ecither by autoxidation,

enzymatically or both), is shown as reference (Mutemberezi et al., 2016).

Figure 2: Osteoporosis and oxysterols. Pro-osteogenis oxysterols: 22(R)-
hydroxycholesterol (22R-OHO) 22(SH)hydroxycholesterol ~ (228-OHC) ; 20(8)-
hydroxycholesterol (20S-OHC). ; Anti-osteogenic oxysterols : 7-ketocholesterol (7KC);
cholestane-3beta-5alpha-6beta-triol (CT); 25-OHC: 5-Cholestene-33,25-diol or 25-
hydroxycholesterol ; 27-hydroxycholesterol (27-OHC).

Figure 3 : Oxysterol derivatives. Oxy34, Oxy49 and Oxyl133 are oxysterol dericatives of
20(S)-hydroxycholesterol (20S-OHC) and induce osteogenic differentiation ; Oxy210 and
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Oxy232 reduce viral replication of SARS-CoV2 as well as 7KC, 22R-OHC, 24S-OHC and
27-OHC ; Oxy210 has marked anti-inflammatory activities.

Figure 4: Cancer, oxysterols and oxysterol derivatives. Oxysterols with anti-tumoral
activities :  Sa.6a-epoxycholesterol  (50,60-EC), 5B,6B-epoxycholesterol  (5B,6B-EC),
dendrogenine-A (DDA), 7B-hydroxycholesterol (7B-OHC); oxysterols with pro-tumoral
activities : cholestane-3beta-5alpha-6beta-triol (CT); 6-oxo-cholestan-3[3,5a-diol (OCDO) ;
(27-hydroxycholesterol (27-OHC) and 7-ketocholesterol are shown in Figure 2) ; oxysterol
derivatives with anti-tumoral activities : Oxy 186 and Oxy210. CT is metabolized into OCDO
by the OCDO synthase identified as 11B-hydroxysteroid dehydrogenase of type 2 (11pB-
HSD2) (Poirot et al., 2018).

Figure 35: Contribution of oxysterols in age-related diseases, infectious and
inflammatory diseases, and cancer. Oxysterols can be either beneficial or detrimental in
several diseases. Several oxysterol derivatives (Oxy) have anti-inflammatory (Oxy210) and
anti-tumoral (Oxy186, Oxy210) activities whereas some others favor osteogenesis (Oxy34,
Oxy49, Oxy133, Oxy232) (Johnson et al., 2011) (Montgomery et al., 2014) (Ohashi et al.,
2021) (Stappenbeck et al., 2019) (Tang et al., 2022). Synthetic oxysterols inducing the
production of 24S-OHC have been decribed by Zhan et al (Zhan et al., 2023).
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¢ Pro-osteogenic oxysterols
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e Oxysterol derivatives obtained from 20(S)-hydroxycholesterol
with pro-osteogenic activities
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e Oxysterols with anti-tumoral activities
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