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Résumeé

L’huile d’argan (HA) est une huile comestible extraite a partir des amandons de
I’arganier Argania spinosa (L.) Skeels. Les travaux de cette thése avait pour but en premier lieu
I’étude de l’effet antioxydant du HA sur un modéle unicellulaire qu’est le protozoaire
Tetrahymena pyriformis, ensuite étudier I’effet hépato et neuroprotecteur de le HA contre la
dérégulation de la fonction peroxysomale et I’inflammation induite par le LPS dans un mod¢le
in-vivo de souris C57BL/6J. en dernier lieu et afin d’explorer les composés de le HA
responsable de son activité pharmacologique nous avons focaliser nos études sur 1’étude de
I’effet des deux phytostérols majeurs de le HA le schotténol et le spinastérol sur le stress
oxydant et I’inflammation induite par le LPS chez un modéle de cellules microgliale BV-2 wild

type et déficiente en Acoxl générée dans notre laboratoire par la techniqgue CRISPR-Cas9.

Ce travail a permis de mieux caractériser la composition de le HA en polyphénols totaux
et en flavonoides grace au screening phytochimique qui a permis aussi de tester I’activité
antioxydante et antiradicalaire de le HA par les tests DPPH, FRAP et ABTS. Nous avons
montré que le HA a un effet protecteur contre le stress oxydatif et nitrosatif induit par le H20>
et le SNP respectivement chez T. pyriformis cet effet a été traduit par le rétablissement des
activités des enzymes antioxydantes (CAT, SOD et GPX) perturbé par le traitement avec le
H>0: et le SNP. Il a été montré que le LPS posséde un pouvoir d’induction de stress oxydant et
de I’inflammation, dans notre étude menée in-vivo nous avons montré pour la premiere fois
’activité neuro protectrice de le HA contre le stress oxydant et I’inflammation induite par le
LPS comparé avec l’activité hépato-protectrice, chez la souris. Le traitement avec le HA
atténuait ’activité des enzymes antioxydantes induites par le LPS ainsi que 1’expression du
cytokines inflammatoire TNF-a. Le HA aussi a réagi au niveau peroxysomal par la régulation
de I’Acoxl1 et la catalase. Il a aussi montré un effet protecteur contre la peroxydation lipidique

par la diminution de son marqueur MDA induit par le LPS.

En outre nous avons démontré pour la premiere fois que les deux phytostérols majeurs
de le HA SC et SP possédent une activité antioxydante et anti-inflammatoire. Dans la microglie
le traitement avec SC et SP a permis la suppression du stress oxydatif induit par le LPS testé
par la sonde H2DCFDA et DHE, en plus les deux PS ont montré une forte inhibition de la
production du NO. Au niveau peroxysomale SC et SP ont diminué I’activité et ’expression de

la catalase induite par le LPS et ont augmenté lactivité et I’expression de 1’Acoxl et



I’expression des transporteurs peroxysomaux ABCD1 et ABCD2 réprimé par le traitement avec
le LPS. Aussi nous avons montré que SC et SP possedent un effet modulatoire du métabolisme
lipidique par la régulation de 1’expression du facteur de transcription PPAR-a ainsi qu’une
activité anti-inflammatoire exhibé par la répression de I’expression des cytokines
inflammatoires INOS, TNF-a et IL-1P et par I’induction de la cytokine anti-inflammatoire IL-
4. L’ensemble des résultats obtenues montrait que le HA grace a sa composition unique en
acides gras polyinsaturés, et en antioxydants, posséde une activité antioxydante et anti-
inflammatoires au niveau cérébrale et hépatique, les PS, SC et SP montrait une grande efficacité
dans I’atténuation de la neuro-inflammation au niveau de la microglie.

Mot clés : Argan, Tetrahymena pyriformis, Acide gras, CAT, SOD, GPX, H>0,, SNP,

MDA Inflammation, Microglie, BV-2, Phytostérols, Peroxysome, [B-oxydation, Schotténol,
Spinastérol, Antydant, LPS, PPARa, ABCDI1, ABCD2, ACOXI1, IL4, TNFa
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Abstract

Due to the possible toxicity of synthetic antioxidants and anti-inflammatories,
increasing attention has been directed to natural compounds possessing biological activity.
Argan oil (AO) is an edible oil extracted from the kernels of the argan tree Argania spinosa (L.)
Skeels. The aim of this thesis work was primarily to study the antioxidant effect of AO on a
unicellular model which is the protozoan Tetrahymena pyriformis, then studying the hepato and
neuroprotective effect of AO against LPS-induced dysregulation of peroxisomal function and
inflammation in an in-vivo C57BL/6J mouse model. Finally, and in order to explore the
compounds of AO responsible for its pharmacological activity, we have focused our work on
the study of the effect of the two major phytosterols of AO, schottenol and spinasterol, on
oxidative stress and LPS-induced inflammation in a wild-type, Acoxl-deficient BV-2
microglial cell model obtained in our laboratory by the CRISPR-Cas9 technique.

The first part of this work aimed to better characterize the composition of the AO in
term of total polyphenols and flavonoids using a phytochemical screening which also permitted
to test the antioxidant and antiradical activity of the AO by the DPPH, FRAP and ABTS tests.
We showed that AO has a protective effect against oxidative and nitrosative stress induced by
H20 and SNP respectively in T. pyriformis this effect was translated by the restoration of the
activities of antioxidant enzymes (CAT, SOD and GPX) dysregulated by treatment with H20>
and SNP. It has been shown that LPS induce oxidative stress and inflammation, in our in-vivo
study we showed for the first time the neuroprotective activity of AO against oxidative stress
and LPS-induced inflammation compared to hepatoprotective activity in mice brain and liver.
Treatment with AO attenuated the activity of LPS-induced antioxidant enzymes as well as the
expression of the inflammatory cytokines TNF-a. AO also reacted at the peroxisomal level
through the regulation of Acox1 and catalase. It also showed a protective effect against lipid

peroxidation by decreasing its LPS-induced marker MDA.

Furthermore, we demonstrated for the first time that the two major phytosterols of AO
SC and SP exhibit antioxidant and anti-inflammatory activity. In the microglia, the treatment
with SC and SP suppressed oxidative stress induced by the LPS tested by the H2DCFDA and
DHE probe, in addition the two PSs showed a strong inhibition of the production of NO. At the
peroxisomal level SC and SP decreased LPS-induced catalase activity and expression and

increased Acoxl activity and expression of two peroxisomal transporters ABCD1 and ABCD?2
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repressed by LPS. Also, we showed that SC and SP conveyed a modulatory effect of the lipid
metabolism by upregulating the expression of the transcription factor PPAR-a as well as an
anti-inflammatory activity exhibited by the repression of the expression of the inflammatory
cytokines INOS, TNF-a and IL-1f and by induction of the anti-inflammatory cytokine IL-4.
All the results obtained showed that AO, with its unique composition of polyunsaturated fatty
acids and antioxidants, has antioxidant and anti-inflammatory activity at the cerebral and
hepatic level, the PSs, SC, and SP showed great efficacy in attenuation of neuro-inflammation

in microglia.

Keywords: Argan, Tetrahymena pyriformis, Fatty acid, CAT, SOD, GPX, H202, SNP,
MDA Inflammation, Microglia, BV-2, Phytosterols, Peroxisome, [-oxidation, Schottenol,
Spinasterol, Antioxidant, LPS, PPARa, ABCD1, ABCD2, ACOX1, IL4, TNFa
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Abréviations

ABC : ATP Binding Cassette

ACOX : Acyl-Coenzyme A Oxydase

ADN : Acide Désoxyribonucléique

ADNCc : ADN complémentaire

AGLC : Acide Gras a Longue Chaine
AGTLC : Acide Gras a Trés Longue Chaine
AMPc : Adénosine Monophosphate cyclique
AO : Argan Oil (Huile d’Argan)

ARNmM : Acide Ribonucléique messager

ATP : Adénosine Triphosphate

BSA : Bovine Serum Albumin (sérumalbumine bovine)
Clt : Contrdle

CoA : Coenzyme A

dNTP : désoxyribonucleotide Triphosphate
D-PBE : D-Peroxisomal Bifunctional Enzyme
DPBS : Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline
EDTA : Ethylene-diamine tetraacetic acid
FAD : Flavin Adenine Dinucleotide

g : gramme

G6PH : Glucose-6-Phosphatase

HDL : High Density Lipoprotein

IL : InterLeukine

kDa : KiloDalton
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Kg : kilogramme

LDL : Low Density Lipoprotein

L-PBE : L-Peroxisomal Bifunctional Enzyme
LPS : Lipopolysaccharide

LXRa : Liver X Receptor a

min : minute

ml : millilitre

mM : milli Molaire

mPTS : membrane Peroxisomal Targeting Signal
mtTFA : Mitochondrial Transcription Factor A
NAD : Nicotinamide Adenine Dinucleotide
NALD :AdrénoLeucoDystrophie Néonatale
NF«B : Nuclear Factor kappa B

nm : nanometer

OO : Olive Oil (Huile d’olive)

PBD : Peroxisome Biogenesis Disorder

PBE : Peroxisomal Bifunctional Enzyme

PCR : Polymerase Chain Reaction

PGC-1: PPARgamma Coactivator-1

PMP : Protéines Membranaires du Peroxysome
PPAR : Peroxisome Proliferator-Activated Receptor
PVDF : polyfluorure de vinylidéne

gPCR : quantitative real time Polymerase Chain Reaction

RNS : Reactive Nitrogen Species
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ROS : Reactive Oxygen Species

SDS : Sodium Dodécyl Sulfate

SOD : Super Oxyde Dismutase

STAT: Signal Transducer and Activator of Transcription
SVF : Sérum de Veau Feetal

TG : Triglycéride

TNF-a : Tumor Necrosis Factor-a

V : Volt

VT : Volume final

VLDL : Very Low Density Lipoprotein

X-ALD : AdrénoLeucoDystrophie liée au chromosome X
ZS : Syndrome de Zellweger

ug : microgramme

ul : microlittre

uM : micromolaire
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Introduction

Aujourd’hui I’'implication de la nutrition dans I’apparition et /ou la progressions des
maladies repose sur un nombre considérable de données scientifiques, la nutrition préventive
joue un réle important contre la morbidité et la mortalité prématurée dues essentiellement a des
maladies d’origine métaboliques. Une alimentation saine a base de végétaux a été toujours
associé a un risque réduit du taux de cholestérol sanguin, de la pression artérielle, de maladie

cardiovasculaire, des accidents cérébraux et de la neurodégénérescence.

L’huile d’argan extraite a partir des amandons de 1’arganier, Argania spinosa Skeels,
est I'une des huiles les plus rares dans le monde et qui durant cette derniére décennie a gagné
une grande importance dans le domaine nutraceutique grace a sa composition riche et unique.
Comme la plupart des huiles végétales 1’huile d’argan est composé de deux fractions : une
fraction saponifiable et une autre insaponifiable, la fraction glycérique est composé majoritaires
par des acides gras mono et polyinsaturés. Par ailleurs, les recommandations en terme d'apports
en lipides evoluent en méme temps que la connaissance de leurs effets sur la santé. Bien qu’ils
soient des substrats énergetiques de la cellule, les acides gras polyinsatures joue un réle crucial
dans la fluidité membranaire, la régulation génique par I’intermédiaire de I’activation de
facteurs de transcription comme les PPAR (peroxisome proliferator-activated receptor) le
récepteur hépatique LXR (liver X receptor) ou les SREBP (sterol regulatory element binding
protein), ainsi que la régulation de I’inflammation. La fraction insaponifiable est constituée de
composés mineurs bioactives tels que les composés phénoliques, les tocophérols et les
phytostérols (schotténol et le spinastérol). Ces composés sont a la base des propriétés
pharmacologiques multiples de l'huile d'argan notamment son effet antioxydant et anti-

inflammatoire.

Les travaux de cette thése se sont focalisés en premier lieu sur 1’étude de I’effet de
I’huile d’argan sur le stress oxydatif et nitrosatif, chez le protozoaire Tetranymena pyriformis
ainsi que son effet sur I’inflammation et la fonction peroxysomale dérégulée par le LPS in-vivo
chez la souris. Par la suite, nous avons évalué I’effet des deux phytostérols majeurs de 1’huile
d’argan schotténol et spinastérol sur le stress oxydatif, ’inflammation et la fonction
peroxysomale chez des cellules microgliales BV2-WT et déficiente en ACOX1 utilisées comme
modéle de la pseudo-adrénoleucodystrophie néonatale, une maladie neurodégénérative

d’origine peroxysomale.
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Chapitre | : Arganier et huile d’argan

L’ arganier

1. Aspect historique
Depuis plusieurs siécles, I'arganier, Argania spinosa (L.) Skeels (Figure 1), a suscité la
curiosité des chercheurs et des voyageurs tels Al-Bekri (Xléme siecle) et Chérif Al-Idrissi
(XI1éme siecle). Parmi les ouvrage les plus ancien décrivant I’arganier et le mode d’extraction
artisanal de I’huile d’argan est celui du botaniste, médecin et scientifique andalous Dya Aldin
Ibn Al Baytar (XIleme siécle) dans son encyclopédie botanique « Traité des simples » (Ana et
al., 2018).

Figure 1: L’arbre de I'arganier avec des
chévres montées sur ses branches pour se nourrir de
ses feuilles.

Dans sa description en 1515 de I’Afrique, Hassan Ben Mohammed Al Ouazzan (dit
Jean-Léon de Médicis ou Léon I’ Africain), écrivit de I’huile d’argan comme étant une mauvaise
odeur et servant pour 1’alimentation et 1’éclairage. Linné en 1737 pensa que la Sicile était la
patrie de l'arganier, et Biondi (1981) a découvert en Sardaigne un bois fossile du tertiaire
présentant de grandes similarités avec l'arganier et qu'il a décrit sous le genre Arganioxylon,
Cette donnée révele sur le plan historique que les sapotacées auraient occupé des surfaces trés
étendues pendant le 1’¢ére tertiaire et que leur disparition et leur régression, comme dans le cas

de I’arganier, seraient liées aux bouleversements climatiques de 1’ére quaternaire.
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2. Localisation Géographique

L’arganier Argania spinosa (L.) Skeels est un arbre endémique du Maroc. Il appartient
a l'ordre des ébénales, famille des sapotacées dont il est le seul représentant au Maroc (Morton
and Voss, 1987). Sa présence au Maroc remonterait a I'ére tertiaire, ou la famille est connue
depuis le miocene inférieur (15 a 25 Ma). L'influence de I'hygrométrie et de laltitude

détermineraient la localisation de L’arganier,

N tarot o o gogTphigUE.

Figure 2: Distribution géographique de I'arganier au Maroc. Les
régions du Maroc colorées en vert sur la carte représentent la répartition
géographique de I’Arganier (Msanda et al., 2005).

L’arganier est localisé principalement dans les zones arides et semi-arides du sud-ouest
marocain. Il couvre actuellement une superficie d’environ 800 000 hectares (Hammou et al.,
2018). qui s’étendent d'Essaouira & Tiznit (Figure 2). L'arganeraie couvre une bande cotiere
plus ou moins dense, depuis I’embouchure de 1’oued Tensift au nord, jusqu’a I’embouchure de
I’oued Draa au sud (Figure 2). L’arganier se retrouve aussi dans la plaine du Souss, ainsi que
sur le versant méridional du Haut-Atlas et sur le versant nord de I’ Anti-Atlas jusqu'au massif
du Siroua a I'Est. Quelques Tlots ont été rencontrés dans les Zaérs et dans les Beni-Snassen, pres
d'Oujda (EL Mousadik et Petit, 1996), I'arbre atteint Goulimine (M’hirit et al., 1998), Saquiat
Al-Hamra et Tindouf ou il se localise le long des berges et des oueds (Baumer M. & ZeraiA,
1999).
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3. Importance écologique et socio-économique de 1’arganier

Depuis 1988 et en reconnaissance de sa valeur dans le maintien de 1‘équilibre
écologique et économique, la forét d'arganiers a été déclarée réserve de biosphére de 'UNESCO
(Lybbert, 2007). Ainsi I‘arganeraie constitue la deuxiéme essence forestiére du Maroc apres le
chéne vert et joue un role irremplacable dans la protection de I’environnement. Vu qu’il est un
arbre des régions arides et semi-arides ses racines poussent profondément a la recherche d'eau
et aident ainsi a retenir le sol, empéchant I'érosion et limitant lI'avancée du désert. En dessous et
autour des arbres de 1’arganier poussent la flore et la faune qui prosperent a leur tour une éco-
diversité cruciale pour cette région. La région de 1'Arganier aujourd’hui est estimée d’environ
800 000 hectares, soit 70 % de la surface boisée en sud-ouest du Maroc ou les précipitations
annuelles ne dépassent pas les 300 mm (Khallouki et al., 2005). La pulpe du fruit de 1°Arganier
est amére mais tres riche en glucides solubles ou facilement hydrosolubles et contient egalement
de la cellulose constituant un apport trés important dans 1‘alimentation du bétail (Collier &
Lemaire 1974). Les feuilles de I’arganier sont consommées par les dromadaires et les chévres
qui grimpent dans les arbres ou elles mangent de jeunes pousses et le fruit, laissant le noyau
qu'il contient. Le bois de 1‘arganier est tres dur. Il est utilisé essentiellement comme bois de
chauffage (Emberger, 1960). Dans la zone Sud-Ouest du Maroc Prés de 90 % de I'économie
rurale de la région dépend de 1’agroforesterie a base d'arganier. L’arganeraie assure la
subsistance de 2.2 millions de personnes. Les différentes productions de 1’arganeraie
fournissent plus de 20 millions de journées de travail dont 7.5 millions de journées
essentiellement travaillées par des femmes pour la seule extraction de ’huile d’argan (Charrouf
et al., 1999).

L’huile d’argan est extraite a partir de I’amandon du fruit de I’arganier, Argania spinosa
L. (Skeels). Le fruit de I'arganier a la grosseur d'une noix. Il est de forme variable ovale, arrondi
ou oval. Les dimensions du fruit varient de 17 a 30 mm de long et de 10 a 17 mm de large. Sa
couleur et verdatre avant maturation, puis elle évolue vers le jaune ou jaune-brun clair puis au
brun foncé une fois desséchée. Il est formé d'un péricarpe charnu ou pulpe qui recouvre un
noyau trés dur (noix d'argan). Cette noix renferme une a trois amandes albuminés et huileuse.

L'huile d'argan est extraite de I'amande, selon I’utilisation des huiles (nutrition, cosmétique ou
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la médecine) et la méthode d’extraction varie, soit traditionnelle par mortier, par presse

meécanique ou en utilisant des solvants organique d'extraction (Figue 3).

Figure 3: Fruit de I'Arganier. A gauche, le fruit dans Parbre. Au centre, le
fruit avec un péricarpe desséché, puis les différents aspects une fois la noix
décortiquée et 'amandon. A droite, I’état des noix conservées avant extraction.

1. Extraction de I’huile d’argan

a) Procéde d’extraction artisanale
Dans la culture berbére ’huile d’argan est traditionnellement extraite par les femmes.

Les fruits murs sont collectées et débarrassées soigneusement de leurs pulpes, puis les noix sont
cassées entre deux pierres et séchées a l'air dans des récipients en argile. Ensuite, les amendons
sont torréfiés par un chauffage doux sur des plaques d’argiles et apres refroidissement ils sont
broyés avec un moulin traditionnel pour produire une pate brunatre (Figure 4). Cette pate est
malaxée a la main avec de ’eau chaude, ensuite pressée pour libérer une émulsion brune qui
est décantée aprés plusieurs minutes pour extraire I'huile. Le résidu d'extraction nommé «
tourteau » est amer de couleur brun foncé a noir et il est utilisé dans la fabrication du fourrage
des bovins (Charrouf and Guillaume, 1999).
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Figure 4: Les étapes d’extraction traditionnelle et manuelle par des femmes de
I’huile d’Argan. Dépulpage du fruit (a), et concassage des noix (b), torréfaction
traditionnelle des amandons (c) Trituration (d) malaxage (e) et pressage
manuel (f)

b) Procédé d’extraction par presse mécanique
Le procédé d’extraction artisanale évoque deux problémes majeurs liés principalement

aux nombres d’heures nécessaires pour la production d’un litre de I’huile qui dépasse 20h et le
probléme de conservation de I'huile extraite a partir d’'une pate malaxée avec de I’eau.
L’extraction par presse mécanique constitue une alternative utilisée aujourd’hui par presque la
totalité des coopératives féminines. Dans ce processus la seule étape de concassage des noix est
manuelle. Les fruits sont dépulpés grace a une machine (dépulpeuse) qui sépare la pulpe de la
noix, la torréfaction est faite par des torréfacteurs a gaz et la pression de la pate pour 1’obtention
de I’huile est réalisée par des machines de presse. L’étape de malaxage de la pate avec de 1’eau
est évitée ce qui permet une meilleure conservation de I’huile extraite, ainsi le temps de
production est considérablement réduit avec un rendement supérieur a 45% par rapport a la
méthode artisanale (El Abbassi et al., 2014).

Cette méthode d’extraction permet I’obtention de deux types d‘huiles, une alimentaire
extraite a partir des amandons torreéfiés, et une huile cosmétique extraite a partir des amandons

non torréfiés.

C) Le procédé d’extraction industrielle
A des fins d’utilisation industrielle et en application dans certains laboratoires, I’huile

d’argan peut étre extraite avec des solvants organiques lipophiles volatiles. Apres évaporation

du solvant, I'huile est obtenue avec un rendement de 50 a 55%. L’huile extraite par cette

28



méthode est d’usage exclusivement cosmétique, car elle est dépourvue de goQt et d'ardme et

par consequent ne serait pas appréciée par le consommateur (Charrouf and Guillaume, 1999).

Comme d’autres huiles végétales, I’huile d’argan est constituée de deux fractions, une

fraction saponifiable (ou glycérique) et une fraction insaponifiable (composés mineurs).

1. Fraction saponifiable

La fraction saponifiable ou glycérique est la fraction majoritaire de I’huile d’argan avec
un taux équivalent a 99% de I’huile totale. C’est une fraction composée en majorité (90-95%)
de triglycérides composés d’acides gras (Rahmani, 2005). L’analyse de ces acides gras montre
la présence d’une modeste quantité d’acides gras saturés, I’acide palmitique 12% suivi de
’acide stéarique (environ 5%), avec un pourcentage élevé d’acides gras mono et polyinsaturés :
45 % d’acide oléique (C 18:1) et 35 % d’acide linoléique (C 18:2n-6). Ces deux acides gras ont
la particularité¢ d’étre en proportions équilibrées dans 1’huile d’argan par rapport aux autres
huiles comestibles, ce qui confére a I’huile d’argan de bonnes qualités diététiques (Cherki et
al., 2005).

La saponification est réalisée avec du méthanol en présence de trifluorure de bore ou
avec du diazométhane. Les AG et leurs esters méthyliques sont separés, identifiés et dosés par
chromatographie en phase gazeuse ou par chromatographie liquide a haute performance. Les
intervalles de variation des pourcentages d’AG dans I’huile d’argane « vierge », tels que
déterminés par chromatographie en phase gazeuse (% en poids d’esters méthyliques), sont

présentés dans le [Taleaul].

Tableau 1 : Composition en acides gras de I’huile d’argan selon SNIMA []. (El Kebbaj,
2012).

Acide gras Pourcentage (%)

Myristique <0,2
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Pentadecaénoique <0,1
Palmitique <11,5-15
Palmitoléique <0,2

Heptadecanénoique -

Stearique 43-72
Oleique 43 - 49,1
Linoléique 29,3 - 36,0
Linolénique <0,2
Arachidonique <0,5
Gadoléique <0,5
Béhénique <0,2

2. Fraction insaponifiable

La fraction insaponifiable de I’huile d’argan représente un taux faible qui ne depasse
pas 1.1% de I’huile totale. Malgré sa faible teneur, plusieurs propriétés pharmacologiques
de T'huile d'argan sont attribuées a sa fraction insaponifiable. Elle est constituée
principalement de composés mineurs bioactives tels que les composés phénoliques
principalement ’acide férulique, vanillique et syringique, les tocophérols en particulier
I’isoforme y (75 %), les stérols notamment le schotténol et le spinastérol (Berrougui et al.,
2006; Drissi et al., 2004a). Cette fraction contient également une quantité non negligeable
de caroténes, d'alcools, de triterpenes et de squaléne. Ces composés contribuent
sensiblement a la valeur nutritionnelle de I'huile d'argan et a ses caracteéristiques diététiques
et organoleptiques.(Charrouf and Guillaume, 2008a; HILALI et al., 2020).

d) Les polyphénols de [’huile d’argan

Les polyphénols sont des composés bioactifs qui posseédent une activité antioxydante
importante. Au regard de leur capacité dans la prévention de 1’oxydation des acides gras
insaturés, ces polyphénols sont responsables de la stabilité des huiles et la prolongation de
leurs durées de vie. Pourtant, la teneur en polyphénols dans I'huile d'Argan (3,26 mg/Kg)

est inférieure a celle de I'huile d'olive (793mg/Kg) (Pellegrini et al., 2003), par contre elle
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est supérieure a celle des autres huiles végétales comestibles Les principaux polyphénols
rencontrés dans I’huile d’argan sont Il‘acide vanillique, férulique, syringique, p-
hydroxybenzoique et 18-protocatéchiques. De méme que le tyrosol, le résorcinol, le

catéchol, la catéchine, 1‘épicatéchine et la vanilline (Tableau 2).

Tableau 2 : Composés phénolique de I’huile d’argan (Khallouki et al.,

2003a
Composés phénolique Quantité en pg/kg
Acide vanillique 67
Acide Syringique 37
e) Acide Férulique 3147
Tyrosol 12
Total 3263

Les tocophérols de [’huile d’argan

Les tocophérols sont des antioxydants naturels présents dans les huiles végétales avec
des proportions variables au regard de leur grande sensibilité a I’oxydation. Ce sont des
molécules a chaines carboneées liées a une fonction quinone. lls participent a la conservation de
I’huile et possédent certaines propri€tés thérapeutiques et antioxydantes grace a leur capacité a
piéger les radicaux libres. Les tocophérols sont présents dans les huiles végétales sous quatre
isoformes : I’a-tocophérol (vitamine E), qui possede une capacité antioxydant importante
(LANDRIER, 2011) le B-tocophérol, le y-tocophérol qui représente 81,0 a 92,0 % des
tocophérols totaux et le -tocophérol. La composition en tocophérols est variable selon la
méthode d’extraction et I’origine géographique. Ce qui rend les tocophérols des composés qui
constituent un critére analytique de contrdle de la qualité et la pureté de l'huile d’argan. L'huile
d'argan est plus riche en tocophérol (600 a 900 mg/kg) que I'huile d'olive (50 a 150 mg/kg)
(HILALI et al., 2020). La composition en tocophérols de ’huile d’argan est présentee dans le
(Tableau 3).
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Tableau 3 : Composition en tocophérols de I’huile d’argan (HILALI et al., 2020)

Tocophérols  o-tocophérol  B-tocophérol  -tocophérol -tocophérol Total tocophérols
Huile 26.6 mg/kg 631.3 59.5 717.4 mg/kg
d’argan mg/kg mg/kg

f) Les phytosterols de [ 'huile d’argan

Les phytostérols sont des composés naturels présents dans les plantes oléagineuses, et
sont structurellement des analogues du cholestérol présentant des résidus methyl ou éthyle,
principalement en positions C28 et C29 (Figure 5) (Otaegui-Arrazola et al., 2010). L’huile
d’argan «vierge» peut contenir jusqu’a 220 mg de stérols totaux (de type D7 stérols) pour 100
g d’huile. La fraction stérolique de I’huile d’argan est composée principalement du spinastérol
et du schotténol. Ces derniers, appartenant a la famille A-7, sont rarement rencontrés dans les
huiles végétales. Leurs proportions au sein des stérols totaux varient respectivement entre 34%
et 44% de spinastérol, et entre de schotténol 44% et 49% (Hilali et al., 2005), les trois autres
stérols sont le stigma-8,22-dien-3-ol, le stigma-7,24-dien-3-ol ainsi que le campestérol, ils sont
présents en faible quantité leurs proportions varient entre 3.2% et 7% du melange des stérols
totaux (Tableau 4).

CH,

CH3

Schotténol

Spinastérol

HO

Figure 5 : les deux phytostérols majeurs de I’huile d’argan. Schotténol et
spinastérol sont des analogues du cholestérol présentant des résidus méthyl ou
éthyle, principalement en positions C28 et C29.

g) Les caroténoides et squalenes de [’huile d’argan
L’huile d’argan « vierge » doit sa coloration rougeatre a sa teneur élevée en pigments

caroténoides, représentés essentiellement par les xanthophylles (500 mg/kg) (Charrouf and

Guillaume, 2007; Rahmani, 2005). L’huile d’argan est pauvre en provitamine A (j3- caroténe)
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qui est un précurseur de la vitamine A, I’analyse de la provitamine A sous forme de trans- -
caroténe est absente dans I’huile d’argan (Collier A, Lemaire B. Carotenoids of argan oil. Cah
NutrDiet1974 ; 9 : 300-1). D’une autre part la teneur de 1’huiles d'argan en squalénes est trés
importante (321 mg/100 g). Elle est nettement élevée par rapport a I'huile de tournesol (6
mg/100 g), mais elle reste inférieure a celle de I'huile d'olive (499 mg/100 g) (Khallouki et al.,
2003a).

h) Alcools tritérpéniques
Ce sont des composés qui ont une grande importance du point du vue biologique. Cing

alcools triterpéniques ont été identifiés dans I’huile d’argan qui sont : le lupéol (7,1 %), le
butyrospermol (18,1 %), le tirucallol (27,9 %), le B-amyrine (27,3 %) et le 24-méthylene
cycloartanol (4,5 %). Ajouter a ces composes, deux méthylsterols ont été mis en évidence : le
4- a-meéthylstigmasta-7,24-28-dieéne-3 -ol ou citrostadiénol (3,9 %) et le cycloeucalénol (< 5
%) (Rahmani, 2005). Les cinq alcools triterpéniques de I'argan sont de distribution courante
dans plusieurs végétaux, L'huile d'olive par exemple en contient & des concentrations variant de
100 a 150 mg/100g d'huile.

L’utilisation de I’huile d’argan dans la médecine traditionnelle est considérée parmi les
premiers usages qui avaient attiré 1’attention des voyageurs andalous et des missionnaires
européens. Les plus anciennes pratiques sont celles rapportés par Ibn al Baythar qui précisa
dans le troisiéme tome de son ouvrage que I’huile d’argan était utilisée pour le massage et le
traitement des maux de l’oreille. Au Maroc I’huile d’argan était et reste utilisée depuis. des
siecles dans la médecine traditionnelle par la population amazighe, Les principales indications
traditionnelles de cette huile seule sont : les rhumatismes articulaires, les hémorroides, les
douleurs, la convalescence aprés traumatismes, I'hypercholestérolémie, les bralures, I'eczéma,
I’acné juvénile, la varicelle, la surdité chronique. Elle est utilisée également comme
aphrodisiaque et spermatogene, comme traitement préventif des vergetures chez la femme

enceinte et permet de lutter contre le vieillissement physiologique (Mhirit, 1998).

1. Huile d’argan et prévention des maladies cardiovasculaire
En 2016 [I’organisation mondiale de la santé (OMS) déclare les maladies

cardiovasculaires comme premiere cause de déces dans le monde (OMS 2016). Les maladies
cardiovasculaires sont des troubles du cceur et des vaisseaux sanguins et comprennent une

gamme de conditions. Certaines sont des maladies liées aux vaisseaux sanguins irriguant le
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cceur (maladie coronarienne), le cerveau (maladie cérébrovasculaire) ou les bras et les jambes
(maladie artérielle périphérique). D'autres sont dus a une infection (cardiopathie rhumatismale,
ou les lésions du muscle cardiaque et des valves qui sont généralement dues au rhumatisme
articulaire aigu), d’autres sont présentes a la naissance (cardiopathie congénitale) ou sont dues
a des caillots sanguins (thrombose veineuse profonde et embolie pulmonaire) (OMS 2016). Les
maladies cardiovasculaires coronariennes et cérébrovasculaires sont potentiellement
modifiables par des rigimes alimentaires appropriés. Un régime gras, riche en acides gras
saturés (AGS) et pauvre en acides gras polyinsaturés (AGPI), serait une cause importante du
développement de I'athérosclérose et des maladies cardiovasculaires (MCV) (Ravnskov, 1998).
En revanche, un régime alimentaire riche en acides gras insaturés est recommandé pour la
prévention des maladies cardiovasculaires (Zyriax and Windler, 2000). Les AGPI oméga-3 sont
percus comme une intervention diététique bénéfique pour la prévention et le traitement des
maladies cardiovasculaires (MCV). De nombreuses études épidémiologiques et diététiques ont
montré que la consommation d’AGPI n-3 modifie significativement le profil lipidique sérique.
Il existe une forte relation inverse entre la consommation d'AGPI n-3 et les concentrations
plasmatiques de triacylglycérol (TG) circulant (Harris, 1997). La composition unique de 1’huile
d’argan en acide gras mono et polyinsaturés et sa richesse en vitamine E et d’autres composés
mineurs ayant une grande activité biologique lui confere un effet bénéfique sur les maladies
cardiovasculaire, cet effet a été activement étudié (Charrouf and Guillaume, 2002; Cherki et al.,
2006; Derouiche et al., 2005). En effet, il a été montré que la consommation réguliere de
I’huile d’argan diminue de 50% le développement d’une hypertension artérielle (Berrougui
et al., 2003a). Dans leur étude comparative entre 1’huile d’olive et I’huile d’argan (Derouiche
et al., 2005) ont montré que I’huile d’argan diminue le taux des LDL et triglycérides
plasmatiques et une consommation fréquente de I’huile d’argan permet d’augmenter la
concentration de la vitamine E (Drissi et al., 2004a). Cette vitamine joue un role d’antioxydant
et aide également a réguler le niveau de cholestérol plasmatique. Chez les rats
hyperlipidémiques, I’administration de I’huile d’argan, a 5 ml/kg/ jour pendant 10 j et & 10
ml/kg par jour pendant 7 semaines, a montré une diminution de 37 % du taux de cholestérol
sanguin, de 67 % des LDL, de 31 % des triglycérides et de 13 % du poids corporel (Berrougui
et al., 2003a). Des enquétes épidémiologiques menées au Maroc et comparant des populations
vivant au sein de I’arganeraie et consommant réguli¢rement de I’huile d’argan avec des
populations ne la consommant pas ont mis en évidence un risque inférieur a 50 %, de
développer une hypertension artérielle chez les populations consommant de I’huile d’argan.

Ces résultats permettent de  déduire que I’huile d’argan posséde des propriétés
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hypolipeémiantes, hypotensives, et antioxydantes bénéfiques pour la santé humaine. Cependant,
les mécanismes physiologiques précis associés a ces activités restent a élucider (Adlouni, 2020).

2. Huile d’argan et prévention des maladies neurodégénératives

Les maladies neurodégénératives se caractérisent par la perte de l'activité des neurones
du cerveau, provoquant une altération progressive de la fonction cognitive et lI'augmentation
des marqueurs de l'inflammation et du stress oxydatif. Dans ces maladies neurodégénératives,
le déficit en AGPI joue un r6le étiologique important dans les troubles neurodégénératifs
(Badreddine et al., 2017) et affectifs (Vijay-Kumar et al., 2011).

Au niveau cellulaire, les AGPI stimulent I'expression des génes, l'activité neuronale,
favorisent le développement du cerveau et améliorent les fonctions cognitives. (EImostafi et al.,
2020). Ces AGPI, en particulier les oméga-3, diminuent le stress oxydatif et nitrosatif, stabilise
le potentiel membranaire mitochondrial et augmente le niveaux d'adénosine triphosphate (ATP)
dans les cellules cerébrales de cobayes (Eckert et al., 2010). Il a été rapporté que les acides gras
alimentaires jouent un role dans la prévention de I'apparition des maladies neurodégenérative.
D’une part, (Laitinen et al., 2006) ont découvert que les AGPI étaient associees a une
diminution des crises de démence et du risque d’Alzheimer. Les polyphenols, tocophérols,
squaléne, les stérols et d’autre molécules identifiées dans 1’huile d’argan, ont des propriétés
antioxydantes ce qui pourraient expliquer en partie certains effets neuroprotecteurs de cette
huile. D’autre part, I’huile d'argan pourrrait avoir également un potentiel thérapeutique chez
les patients atteint de I’adrénoleucodystrophie pseudo-néonatale (P-NALD) par sa capacité
a induire la prolifération des peroxysomes, qui serait indépendante des activations a la fois du
récepteur nucléaire PPARo et de son coactivateur PGC-la (Kebbaj et al., 2013). Le
glutamate est le principal médiateur de signaux excitateurs dans le systéme nerveux central
des mammiferes. Des taux élevés de glutamate au nivea cérébral peuvent conduire au
dévelopement de nombreuses maladies neurodégénératives comme la maladie de Parkinson et
la maladie d'Alzheimer. Il a été démontré que 1’a-tocophérols (a-TCP) et son isomere
tocotriénol (TRF) jouent un réle important dans la lutte contre la toxicité induite par le
glutamate sur les cellules neuronales et les astrocytes Ceci indique également que le TRF
et I’a-TCP pourraient jouent un role clé en tant qu'agents anti-apoptotiques avec des
propriétés neuroprotectrices (Selvaraju et al., 2014). Les composants majoritaires des stérols,
le schotténol et le spinastérol présents dans ’huile d’argan peuvent jouer un rdle protecteur
par la modulation du métabolisme du cholestérol en jouant le rdle d’agoniste des

récepteurs nucléaires LXR dans les cellules microgliales BV2, par modulation de
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I'expression génique des deux isotypes du récepteur nucléaire du foie, LXR (Liver X
receptor)-a et LXRp et de leurs génes cibles ABCA1 et ABCG1 (El Kharrassi et al., 2014a). 1l
a été¢ montré que l'a-tocophérol est capable d’inhiber les effets déléteres du 7KC et le 78-OHC
sur des oligodendrocytes murins 158N (Ragot et al., 2013, 2011). Le 7-cétocholestérol
(7KC) résultant qui est un produit de I’auto-oxydation du cholestérol et dont le taux augmente
dans certains tissus , dans le plasma et/ou dans le liquide céphalorachidien des patients atteints

de maladies neurodégénératives (Vejux and Lizard, 2009; Zarrouk et al., 2014).

3. Huile d’argan et prévention de la prolifération cancéreuse

De multiples causes peuvent étre a 1’origine de I’apparition et du développement d’un
cancer, dans le domaine de la prévention des cancers, la nutrition occupe une place
particulierement importante. Plusieurs types de cancers (cancer du sein, cancer de la prostate et
cancers digestifs...etc) peuvent étre influencés par I’alimentation et plus particulierement
par les lipides et certains antioxydants (Bennani, 2007) (Khallouki et al., 2003a). Bien qu’elles
soient présentes en petite quantité, ces substances antioxidantes conférent a ’huile d’argan des
propriétés utiles pouvant jouer un réle tres important dans des processus physiopathologiques
conduisant au développement du cancer. Des expeériences de culture cellulaire in vitro ont
conduit au consensus dans la littérature que certains AGPI ont un effet cytotoxique ou
antiprolifératif sélectif sur les cellules tumorales et un effet faible, voire nul, sur les cellules
normales (Diggle, 2002). Dans le cancer de la prostate (Drissi et al., 2006) I'effet antiprolifératif
des tocophérols obtenus a partir d'huile d'argan vierge et de saponines extraites du tourteau
d'arganier en comparaison avec le 2-methoxyestradiol, un médicament connu pour son effet
antiprolifératif. Les résultats indiquent que les tocophérols et les saponines présentent une
activité cytotoxique et exercent un effet inhibiteur sur la prolifération des trois lignees
cancéreuses prostatiques. L’effet antiprolifératifs des antioxydants contenues dans 1’huile
d’argan contre le cancer de la prostate a bien été investigué dans plusieurs autres études
(Bennani et al., 2007; Venkateswaran et al., 2002; Zhang et al., 2004).

4. Huile d’argan et dermo-cosmetologie

L’huile d’argan et grace a son profil lipidique et sa richesse en acide linoléique est
pourvue de propriétés revitalisantes sur la peau. L’huile d’argan est démontrée avoir un
effet hydratant et restructurant de la peau (Fabre, 1999). L’huile d’argan est utilisée depuis
des siecles par les femmes berbéres pour ses qualités cosmétologiques. Elle s’utilise en

massages légers sur le visage ou sur les autres parties desséchées du corps il est connu chez la
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population amazighe pour avoir des effets anti-acné, anti-psoriasis, anti-rougeurs, anti-
inflammatoire et également des effet de ralentissement du vieillissement (Tichota et al., 2014).
Dans son étude (Boucetta et al., 2014) ont démontré que la consommation quotidienne et
l'application topique de I’huile d'argan améliore I'élasticité de la peau chez les femmes
ménopausées apres une période de 60 jours.

5. Huile d’argan et activité anti-inflammatoire

L’inflammation et plus particulierement I’inflammation chronique peut potentiellement
déclencher ou faciliter I'apparition de plusieurs maladies, telles que I'athérosclérose les maladies
cardiovasculaires le syndrome métabolique, le diabete type 2, 1’0bésité; la sarcopénie et
I’ostéoporose aussi les maladies neurodégénérative; la dépression et le cancer (Calder et al.,
2017). L'inflammation est une réponse nécessaire du systeme immunitaire a une infection aigué
ou a un traumatisme. Cependant, un état inflammatoire chronique a des effets néfastes sur la
santé (Beavers et al., 2015). De nombreuses études ont démontrés I’effet bénéfique d’un régime
végetarien sur I'évolution de la réponse inflammatoire, la consommation élevée de fruits, de
légumes et daliments végetaux est associée a des faibles concentrations circulantes de
marqueurs inflammatoires, notamment la protéine C réactive et les interleukines (Smidowicz
and Regula, 2015). Des travaux récents menees, chez I’homme ou chez 1’animal, ont démontrés
I’effet anti-inflammatoire de 1’huile d’argan associé au role de I'enzyme peroxysomale acyl-
CoA oxydase de type 1 (ACOX1) (Vamecq et al., 2018a). En terme d'acides gras, l'acide
linoléique, (précurseur de l'acide arachidonique et des eicosanoides) dont I’arganier est
fortement riche, a été largement investigué pour son effet anti-inflammatoire. Cependant, les
résultats des études épidémiologiques chez I’homme montrent que l'apport d'acide linoléique
entraine plutdt des effets anti- que pro-inflammatoires (Marklund et al. 2019). Des données
regroupées de I’étude de Poli et Visioli (2015) indiquent clairement que l'acide linoléique
abaisse de maniere contre-intuitive I’inflammation. De plus, la fraction insaponifiable de I’huile
d’argan est riche en polyphénols, en tocophérols et en stérols qui ont une activité anti-
inflammatoire puissante (Gorzynik-Debicka et al., 2018) comparable a celle du diclofénac (H.
Ben Menni et al., 2019). Les (poly) phénols connus pour étre des composés anti-inflammatoires
issus du métabolisme secondaire des plantes (Del Rio et al., 2013). D’aprés (Kamal et al.,
2019a) les extraits polyphénoliques de 1’huile d’argan déminuent d’une maniére dose-

dépendante l'eedéme a différentes phases de la réaction inflammatoire.

37



6. Autres propri¢tés pharmacologiques de I’huile d’argan

L’effet de ’huile d’argan sur le diabéte a été étudié chez des animaux et les résultats
obtenus indiquent que I’huile d’argan pourrait avoir des effets anti-diabétiques (Bellahcen et
al., 2012; Bnouham et al., 2008). Dans une autre étude menée sur des rats I’administration de
l'huile d'argan n’avait aucun effet sur le niveau de la glycémie a jeun (Bellahcen et al., 2013).
En revanche, (Emonard et al., 1999) ont démontré qu’un régime a base d’huile d'argan réduit
significativement le taux de la glycémie chez des rats sains rendus diabétiques. Ces effets
antidiabétiques de I’huile d’argan sont attribués a son profil d’acide gras et a sa teneur élevée
en tocophérols et en polyphénols (acide feérulique) qui améliorent le statut antioxydant au
niveau des tissus (Ohnishi et al., 2004).

Par ailleurs, I’huile d’argan pourrait étre utilisée comme approche nutritionnelle
préventive pour prevenir le risque de obeésité (Adlouni et al., 2008). Chez des rats obeéses,
nourris avec I’huile d’argan, I’analyse lipidique a montré une diminution significative des
triglycérides. Elle agirait en ameéliorant le profil lipidique plasmatique et I'état antioxydant,

réduisant ainsi le risque cardiovasculaire associé a l'obésité.

Une étude chez le rat, portant sur I’effet de I’huile d’argan sur le systéme immunitaire,
a montré que la consommation de 1’huile d’argan ou huile d’olive n’a pas d’effet sur le systéme

immunitaire (Benzaria et al., 2006).
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Chapitre /7 : Stress oxydatif/nitrosatif

L'oxygéne est une molécule qui joue un rble fondamental dans la biologie des
organismes vivants, notamment en raison de ces propriétés physico-chimiques exceptionnelles,
et a sa potentialité a entrer dans de nombreuses voies métaboliques Parmi ces voies, certaines
réactions sont impliquées dans la genése d'especes radicalaires a travers des réactions d’oxydo-

réduction.

A 1’état physiologique normal, la concentration des radicaux libres est régulée par le
maintien d’un équilibre entre leur taux de production et leur taux d’élimination par les systémes
antioxydants. Le stress oxydant s’installe lorsqu’il y’a un déséquilibre entre la production
d’espéces réactives de ’oxygene (ERO)/ especes réactives d’azote (ERA) et les capacités de

défense antioxydante de I’organisme.

Le stress oxydant est connu par sa capacité a induire des modifications irréversibles sur
les lipides, les protéines et les acides nucléiques. Ces modifications génomiques, métaboliques
et fonctionnelles induites par le stress oxydant ont été impliquées dans I’apparition ou la
progression de nombreuses pathologies comme le cancer, les maladies cardiovasculaires avec
une atteinte de la paroi des vaisseaux sanguins, les maladies inflammatoires, les maladies

neurodégénératives, et le diabete type 2 (Baudin, 2020a).

1. Origine et roles physiologique

Les radicaux libres sont des molécules ou atomes qui possédent un ou plusieurs
électrons non appariés sur leur couche externe. Cet état leur confére une instabilité énergétique
et cinétique (Gardes-Albert et al., 2003). Ils apparaissent soit au cours de la rupture symétrique
d’une liaison covalente (fission homolytique) pendant laquelle chaque atome conserve son
¢lectron, soit au cours d’une réaction redox avec perte ou gain d’électrons a partir d’un composé
non radical a un état stable en donnant ou en prenant un électron a une autre molécule. lls
peuvent donc étre réducteurs ou oxydants. En jouant le role d’accepteur ou donneur d’électrons,
les radicaux libres ont donc la propriété d’étre extrémement réactifs vis-a-vis des autres

molécules, possédant un temps de demi-vie extrémement court (de la nano- a la milliseconde)
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(Favier, 2003). Les ERO/ERA peuvent avoir plusieurs origines: exogéne (agents
environnementaux pro-oxydants), intoxication aux métaux lourds, irradiations, carence en
antioxydants apportés par ’alimentation ou anomalies génétiques (Migdal and Serres, 2011).
La phosphorylation oxydative réalisee par I’intermédiaire la chaine de transport d’électrons de
la membrane interne mitochondriale constitue la voie métabolique qui produise le plus de
radicaux libres chez les organismes aérobies (Mazat and Ransac, 2010). Ainsi, la plupart des
réactions enzymatiques produisant des ERO/ERA peuvent étre subdivisées en trois groupe : (i)
le premier groupe des cyclo-oxygénases-1, lipoxygénases, cytochrome P450, xanthine oxydase
et NAD(P)H oxydase, qui produisent I’anion superoxyde O2°", et la NO synthase endothéliale,
source du radical *NO ; (ii) le deuxieéme groupe comprenant la thromboxane synthase, la COX-
2 et la NO synthase inductible (iNOS) dont les activités sont induites en conditions
physiopathologiques. Enfin, le trisieme groupe constitué des enzymes macrophagiques telles
que la NAD(P)H oxydase leucocytaire, la iNOS et la myéloperoxydase constituent le troisieme
groupe (Beaudeux et al., 2006).

Bien que les radicaux libres soient connus par leurs effets déléteres sur I’organisme,
toute fois ils constituent des molécules indispensables a la vie. Les radicaux libres participent
au cycle et a la différentiation cellulaire, a la défense immunitaire contre les agents pathogenes
a la destruction par apoptose des cellules tumorales a La phagocytose des bactéries et parasites
par les macrophages ou les polynucléaires qui s’accompagne d’une production d’espéces
réactives de ’oxygéne si brutale et intense qu’elle est connue, sous le nom de burst oxydatif»,
au fonctionnement de certaines enzymes, a la transduction de signaux cellulaires, a la régulation
de la dilatation capillaire, a la féecondation de I'ovule, au fonctionnement de certains neurones

et notamment ceux de la mémoire et a I’expression des génes (Kiyoshi, 2000)

2. Effets nocifs des ERO/ERA

a) Oxydation des protéines

Les acides aminés et les protéines sont les premieres cibles des ERO. En effet, 50% a
70% des ERO produites par une cellule peuvent étre piégées par les protéines. Les acides
amines Les plus réactifs sont 1’histidine, la proline, le tryptophane, la cystéine et la tyrosine
(Haleng et al., 2007). Ces réactions d'oxydation, fréquemment influencées par les cations
métalliques comme le Cu?" et le Fe?*, conduisent généralement a une perte de fonction
catalytique ou structurale des protéines affectées et deviennent généralement plus sensibles a

’action des protéases et sont donc éliminées (Levine, 2002). Ainsi la de glyco-oxydation des
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protéines induit une augmentation de la glycémie en cas de diabete, alors que 1’accumulation
de protéines oxydées est considérée comme jouant un réle important dans le vieillissement
cellulaire (Dean et al., 1993).

b) Altération des acides nucléique

Le génome mitochondrial présente une susceptibilité au stress oxydant dix fois
supérieure a celle du génome nucléaire (Richter et al., 1988). Les dommages oxydatifs de
I’ADN résultent généralement de réactions avec les bases puriques et pyrimidiques, du
désoxyribose ou du phosphodiester. L’arrachement d’un atome d’hydrogéne au groupement
méthyle en position 5 de la thymine produit un carbone qui réagit avec 1’oxygéne pour former
un hydroperoxyde qui est ensuite réduit en 5-hydroxyméthyldésoxyuracile. Le 8-oxo-
désoxyguinine possede un fort pouvoir mutagéne conduisant a des transversions de type G > T
au sein de ’ADN impliquées dans le déclenchement de plusieurs pathologies. Cependant, il
existe des enzymes capables de réparer ces anomalies (systéeme de réparation par excision de

bases) comme par exemple les glycosylases (Mendoza-Nuez et al., 2001).

c) Altération des Lipides

La présence d’un ou plusieurs groupements méthyléne entre deux doubles liaisons dans
les AGPI les rend particulierement sensibles a 1’oxydation par les métaux, les radicaux libres
oxygeneés. L'oxydation des lipides génere des peroxydes lipidiques qui sont eux-mémes tres
réactifs. La peroxydation de lipides induit une modification de la fluidité, de la perméabilité et
de I'excitabilité des membranes (Hong et al, 2004). Elle fournit également une grande variété
de produits qui peuvent réagir avec les protéines et I'ADN. Parmi les produits formés lors de la
peroxydation lipidique, l'isoprostane, le malondialdéhyde (MDA), le acides thiobarbiturique
(TBARYS) et le 4-hydroxynonenal (4- HNE) sont utilisés comme marqueurs de la peroxydation

lipidique.

La septicémie constitue la conséquence clinique la plus prononcée du stress oxydant.
Au cours du choc septique, les stress oxydant et nitrosant, lié a une libération excessive,
notamment par les leucocytes, d’espéces réactives de I’oxygéne (ERO ) et de I’azote (ERN), et
une diminution des défenses antioxydantes endogénes, entrainent des lésions cellulaires, en
particulier des cellules endothéliales et musculaires lisses vasculaires (Annane et al., 2005a;
Taylor and Piantadosi, 1995). Les stimuli inflammatoires et oxydants/nitrosants altérent le

fonctionnement de I'endothélium (Trzeciak et al., 2008).
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Par ailleurs, le lien entre la septicémie et les dommages mitochondriaux résultant du
stress oxydant, a été décrit dans plusieurs revues comme élément fondamentale a la

physiopathologie de la défaillance d'organes dans la septicémie (Luciano, 2012)

La pathogenese des dommages mitochondriaux a la suite d'une septicémie est constituée
par une série complexe d'événements. En effet, l'oxyde nitrique et les ROS combinés a la
libération d'une variété de médiateurs inflammatoires qui peuvent agir pour influencer
directement ou indirectement la fonction mitochondriale et la production d'énergie. Des
dommages ont été observés dans I'ultrastructure des mitochondries des foies de patients
décédés de septicémie seévere (Vanhorebeek et al., 2005). Un dysfonctionnement mitochondrial
a été démontré chez des animaux modeéles de septicémie (Brealey et al., 2004; Saeed and
Singer, 2013). Notamment, I’injection des LPS chez les souris conduit au développement du

stress oxydant avec une septicémie severe (EI Kamouni et al., 2017a; Kebbaj et al., 2013).

Le stress oxydant est la cause initiale de plusieurs maladies comme le cancer, la
cataracte, les maladies cardiovasculaires, les maladies neurodégénératives (Alzheimer,

Parkinson, Sclérose Latérale Amyotrophique), le diabéte type 2, et le vieillissement entre autres.

Le stress oxydant est également considéré comme un des facteurs potentialisant la
genese ou developpement des maladies plurifactorielles tels que le diabete sucré, les
rhumatismes, les maladies cardiovasculaires et la maladie d’ Alzheimer avec 1’accumualtion de
la protéine B amyloide, qui serait liée a la stimulation de la lipoperoxydation des membranes
cellulaires synaptiques, a I’atteinte radicalaire des protéines et de I’ADN nucléaire ou
mitochondrial, a la stimulation de la production de radicaux libres dans les cellules microgliales
(Christen, 2018). Cette production anormale de radicaux libres est a I’origine de nombreux
effets délétéres au niveau cellulaire comme I’oxydation des LDL résultant du stress oxydant
semble étre le facteur prédominant dans les complications évolutives chez le sujet diabétique
(Kassab et al., 2003).

Pour affronter le stress oxydant les organismes aérobies ont développées de puissants
systemes de défenses antioxydantes permettant de contréler et de maintenir la balance
antioxydants/pro-oxydants dans les différents tissus. Les antioxydants désignent toute

substance qui présente a faible concentration par rapport a celle du substrat oxydable, retarde
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ou inhibe significativement I’oxydation de ce substrat (Halliwell, 1999). Cette définition
s’applique a un grand nombre de substances, comprenant des enzymes aux proprietes
catalytiques spécifiques. Mais aussi a des petites molécules hydro- ou liposolubles. Les
systemes antioxydants peuvent étre classés selon leur mode d’action et leur localisation
cellulaire et leur origine : systémes enzymatiques, inhibiteurs d’enzymes oxydantes, chélateurs

de métaux et piégeurs de radicaux libres (Beaudeux et al., 2006).

1. Les antioxydants enzymatiques

Les principales enzymes antioxydantes sont la superoxyde dismutase (SOD), la catalase
(CAT), la glutathion peroxydase (GPX), dont les activités seront décrites par la suite. Ainsi que
la glutathion réductase (GR) et la glutathion S-transférase (GST). Ce sont des enzymes de la
premiere ligne de défense cellulaire contre les agressions radicalaire, leurs séquences ont été

conservees au cours de I’évolution et ils agissent de maniére coordonnée.

a) La superoxide dismutase
Les superoxydes dismutases (SOD) sont des métalloprotéine (McCORD and Fridovich,
1969) qui existent sous plusieurs formes et different par le ou les métaux présent(s) dans leurs
sites actifs permettant la liaison enzyme-ligand et par leur localisation cellulaire. Elles
possedent une activité enzymatique leur permettant de catalyser la dismutation de I’anion
superoxyde O2™ en H,O,. Celui-ci est un composé oxydant mais peut étre ultérieurement

catabolisé par la catalase et les glutathion peroxydases.
20, +2H*—S9D_, H,0,+0;,

Le mécanisme réactionnel est catalysé par un métal situé au centre de I’enzyme dont la
nature permettra de distinguer chez ’homme trois différentes classes de SOD, catalysant toutes
la méme réaction : la SOD a cuivre et a zinc (Cu/Zn SOD) que I’on trouve dans le cytosol, le
peroxisome et au niveau des liquides extracellulaires, la SOD a fer (Fe-SOD) et la SOD a

manganése (Mn-SOD), dans les mitochondries (Folz et al., 1997).

b) La catalase

La catalase est une enzyme tétramérique contenant un noyau héme, que 1’on retrouve
principalement au sein des peroxysomes dans différents types cellulaires. C’est une enzyme qui
catalyse la décomposition du H202 en H,O et O,CElle est constituée de quatre chaines
polypeptides comportant chacun un atome de fer sous forme ferrique (Fe3*) et une molécule de
NADPH (Beaudeux et al., 2006).
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2HO, — » 2H,O+0:

De hauts niveaux de H2O: intracellulaires entrainent une activation préférentielle de la
catalase tandis que de plus faibles niveaux seraient préférentiellement pris en charge par la
GPX. Ces mécanismes redondants deviennent ainsi complémentaires (Pamplona and
Costantini, 2011).

°0,
SoD
Fe*  Fer % /
Y AN l_ (*oH )oss0H
OH" + Fe™ '.\' OH /,.‘ Fanton reaction H202 Haber-Weiss reaction ™~ !

2GSH 4, f NADPH
CAT GPX ( \ GR

% GSSG J % NADP+

H20+02

Figure 6 : Systeme de défense antioxydant enzymatique

¢) La glutathion peroxydase

La glutathion peroxydase (GPx) est une enzyme a sélénium qui catalyse la réduction
des hydroxyperoxydes. Elle permet essentiellement la décomposition du H>O, produit de
maniére continue dans la cellule par I’oxydation de son cosubstrat le GSH en GSSG qui sera

réduit par la suite par I’action de la glutathion réductase.
2GSH + ROOH —8PX, GS-SG +ROH + H,0

La glutathion peroxydase agit plus lentement que la catalase mais elle a une meilleure
affinité pour le H2O. que cette derniere. C’est une enzyme tétramérique composé de 4 sous-

unités contenant chacune un atome de sélénium. Elle présente dans le cytosol et le peroxysome
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(MILLS, 1957). Jusqu’a présent cinq isoformes de GPx sélénocystéine ont été identifiées

variant suivant leur localisation dans 1’organisme (Comhair and Erzurum, 2002).

2. Les antioxydants non enzymatiques

Le glutathion (GSH) est ’antioxydant endogéne le plus important et le plus abondant
dans le milieu intracellulaire. 1l protege non seulement contre les radicaux oxygénés, mais aussi
contre les peroxydes ou le NO (Favier, 2003). C’est un tripeptide formé par la condensation
d'acide glutamique, de la cystéine et de la glycine (y-L-Glutamyl-L-cystéinyl-glycine). On le
retrouve dans de nombreux compartiments intracellulaires (cytosol, noyau, mitochondries) soit
sous forme réduite (GSH) soit sous forme oxydée (GS-SG). Dans des conditions
physiologiques, le glutathion sous forme réduite (GSH) représente la trés grande majorité du
glutathion total (90 a 98%). Il agit comme cosubstrat d’enzymes antioxydants telles que le
glutathion peroxydase, glutathion réductase et transférase (Ravi et al., 2004). Il peut également
régenérer la vitamine E (Reddy et al., 1982) et réagir avec les radicaux HO' et O2 directement

et ainsi limiter le processus d’oxydation (Hermes-Lima and Zenteno-Savin, 2002).

d) Lavitamine E

La vitamine E est une molécule liposoluble présente en grande quantité dans les huiles
végétales (e.g..I’huile de d’argan, d’olive et de tournesol). La vitamine E est en réalité formée
de huit composés chimiques différents regroupés en deux sous-ensembles en fonction de la
présence de groupements de substitution et de doubles liaisons. Nous trouvons donc le sous-
ensemble des tocophérols (a-, B-, y-, ou d-tocophérol) et des tocotriénols (a-, B-, y-, ou -
tocotriénol) (Cuvelier et al., 2003).

Ry{=R,=Me a-tocophérol
R{=Me, R, =H p-tocophérol
R;=H, R, =Me ytocophérol
Ri=R,= d-tocophérol

Figure 7 : Structures chimiques des vitamins E. Les tocophérols posseédent un noyau chromanol et d'une chaine latérale saturée a seize
atomes de carbone. Sur le plan structural, les tocotriénols different des tocophérols au niveau de la chaine latérale avec la présence de
trois doubles.

La vitamine E est capable d’arréter la propagation de la peroxydation lipidique. Elle
réagit directement avec les ROS (en paralléle de la vitamine C et du glutathion) ou d’autres

molécules radicalaires. Bien qu’essentiels pour les animaux, ce composé et d’autres
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composés vitaminiques ne sont synthétisés que par les organismes photosynthétiques et
quelques champignons. Ils doivent donc étre apportés dans le régime alimentaire (LEGER,
2000).

e) La Vitamine C

La vitamine C ou acide ascorbique, est une vitamine hydrosoluble que 1’on retrouve
dans de nombreux fruits et légumes comme les oranges, les citrons et les fraises. Elle est
considéré comme I’antioxydant le plus important dans les fluides extracellulaires (Fain,
2004). C’est une molécule capable de réagir directement avec les ROS en agissant comme
piégeur des ions superoxydes, du peroxyde d’hydrogéne, de I’hypochlorite, des radicaux
hydroxyles et pyroxyles, et de I'oxygéne singulet, réduisant ainsi les dommages aux
protéines et a I’ADN et inhibant la peroxydation lipidique a travers sa capacité a régénérer
la vitamine E au sein de la membrane (Fabre et al., 2015). Ceci lui confére un r6le important

dans la protection des biomembranes et des lipoprotéines.

Figure XX : Structure de la vitamine C. Elle posséde un cycle lactone avec une fonction cétone, une fonction

ene-diol et de deux fonctions alcools.

f) Les oligo-éléments

Les oligo-éléments est une classe de nutriments nécessaires, en quantité tres faible, a la
vie d’un organisme. L’apport par I’alimentation, en quantité raisonnable est crucial. En
effet, ils n’agissent pas directement contre les ROS, mais ils sont nécessaires pour le bon
fonctionnement des enzymes décrites précédemment (Ferry, 2009). Le sélénium est un
élément minérale essentiel contenu a I’état de traces dans I’organisme et joue un role
important dans la défense antiradicalaire cellulaire en participant aux strucures des
sélénoprotéines (Latorre, 2014). Le zinc est un autre oligoélément essentiel qui possede des

propriétés antioxydantes comme la stabilisation des membranes cellulaire, la protection des
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fonctions thiols des protéines contre ’oxydation. Il est aussi un cofacteur de la SOD. Ainsi
I’analyse du rapport des taux sanguins Cuivre/ Zinc permet d’évaluer le stress oxydant. De
plus, il existe une corrélation forte entre ce rapport et le taux circulant des lipides oxydés
(Pincemail et al., 2001). Le cuivre est également un des cofacteurs essentiels de la Cu/Zn-
SOD étant donne sa facilité a passer de I’état réduit a 1’état oxydé. Il participe au bon
fonctionnement de la cytochrome ¢ oxydase, tout comme le fer le cuivre joue également un
role important dans I’initiation des réactions produisant des ROS (Laliberté and Labbé,
2008).
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Chapitre IIl1: Le peroxysome et la f-oxydation

peroxysomale

Les peroxysomes sont des organites ubiquitaires découverts pour la premiére fois en 1945
par Rhodin dans les reins de souris au niveau des tubules proximaux, ou il sont décrits sous
I’appellation de « microbodies ». Cette méme structure fut décrite en 1956 par Rouiller dans le
foie des rat au niveau des cellules parenchymateuses (Rouiller and Bernhard, 1956). En 1966,
Duve et Baudhuin purifiérent pour la premiére fois ces microbodies en utilisant des techniques
de centrifugation différentielle et de gradient de densité et les appelerent « peroxysome » suite
a la découverte de leur premiére fonction, la décomposition du peroxyde d’hydrogeéne (2H20>
en 2H,0 et en O,) par la catalase (De Duve and Baudhuin, 1966). Les peroxysomes peuvent
résulter d’une biogenese de novo, par bourgeonnement du réticulum endoplasmique (Kim et
al., 2006). En effet, la membrane du réticulum endoplasmique recrute des facteurs protéiques
particuliers tels que les peroxines qui sont des protéines indispensables a la biogenése du
peroxysome et a I’importation des protéines peroxysomales (Agrawal and Subramani, 2016).
Elles s’associent a leur tour dans des structures lamellaires recrutant d’autres protéines
membranaires et matricielles. Les vésicules du RE se détachent et deviennent des peroxysomes
(Kim et al., 2006).

Les peroxysomes peuvent également deriver des peroxysomes préexistants et sont
alors considérés comme des organites autonomes se multipliant par croissance et division
(Motley and Hettema, 2007). Le processus de fission du peroxysome est divisé en trois
étapes : I’élongation des membranes peroxysomales, la constriction, puis la fission (Schmidt
et al., 2012). Ce phénomene est régulé par trois peroxines (PEX) : PEX11p, PEX25p et

PEX27p. Alors que les autres étapes n’ont pas encore été complétement décryptées (Koch
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et al., 2004). En revanche les peroxysomes ont une demi-vie de 1,5 a 2 jours avant d'étre

dégradés au hasard par autophagie.
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Figure 8 : Biogeneése et dégradation des proteins. Le nombre de peroxysomes est régulé par la biogenése de novo et la croissance et la division des
organites préexistants. Premiérement, les peroxysomes peuvent étre formés par la maturation de vésicules pré-peroxysomales qui émergent de le
RE ou les mitochondries et contiennent des protéines membranaires peroxysomales, notamment PEX16, PEX3 et PEX14. La fusion des vésicules pré-
peroxysomales entraine la génération de peroxysomes matures médiée par PEX19. Deuxiémement, les peroxysomes peuvent étre formés par
I'allongement et la division des peroxysomes matures, qui sont clivées par les protéines PEX11, Fisl, MFF et DNM1L (en haut). La pexophagie est
régulée par des voies dépendantes de l'ubiquitination et indépendantes de Il'ubiquitination. L'ubiquitination de la région cytosolique des
peroxysomes déclenche leur dégradation par pexophagie. Lors d'un stress oxydatif, L'ATM interagit avec et phosphoryle PEX5, ce qui favorise
'ubiquitination de PEX5 par PEX2. Le PEX5 ubiquitiné est reconnu par p62 qui recrute I'autophagosome. Le complexe ATPase peroxysomal de ty pe
AAA, PEX1, PEX6 et PEX26, prévient la pexophagie en régulant I'accumulation de PEX5 ubiquitiné. Dans des conditions de carence en acides aminés,
PEX2 régule I'ubiquitination de PEX5 et PMP70, augmentant la pexophagie de maniére dépendante de NBR1. L'USP30 prévient la péxophagie en

neutralisant le PEX2. En revanche, PEX14 interagit directement avec LC3 sous nutriment conditions de privation (Jo et al., 2020)

I1. Morphologie et role metabolique

Le peroxysome est un organite entouré chacun d’une simple membrane
phospholipidique de 6 a 8 nm d’épaisseur. |l apparait comme une vésicule close de petite taille
d’un diamétre allant de 0,5 a 1 um de diamétre. La composition chimique, la taille et le nombre
des peroxysomes varient selon le type cellulaire. Ils sont présents dans toutes les cellules
eucaryotes nucléées ainsi que dans les eucaryotes unicellulaires et les cellules végétales de
plantes supérieures (Islinger et al., 2012). Les peroxysomes sont impliqués dans de nombreuses
voies métaboliques importantes, avec plus de 70 enzymes identifiés (Braverman et al., 2016).
Ces protéines participent a des voies de synthése ou de dégradation (Violante et al., 2019).

49



D’une part, ils participent a la degradation des AGTLC par la voie de la B-oxydation et et a
celle de I’acide phytanique par la voie de I’a-oxydation. D’autre part, ils sont impliqués dans la
synthése des plasmalogénes et des acides biliaires (Schrader and Fahimi, 2008), la désamination
des D et L-aminoacides, le métabolisme du glycolate en glyoxylate, la dégradation des
polyamines (spermine et spermidine) le catabolisme du méthanol, des purines, et des
leucotriénes (Baarine et al., 2009).

Les pathologies liées au dysfonctionnement peroxysomal sont généralement des
maladies héréditaires résultant de I’absence ou le déficit d'une ou plusieurs enzymes
peroxysomales. Ces maladies peroxysomales sont généralement subdivisées en trois sous-
groupes comprenant les désordres de la biogenése des peroxysomes (PBD) dans lesquelles
pluseieurs enzymes peroxysomales sont affectées ; les déficits liées a I’absence d’une seule
proteine ou enzyme peroxysomale ; et la déficience dans le transport d’un substrat unique
peroxysomal (Wanders and Waterham, 2006). Ces maladies sont généralement héritées de
maniére autosomique récessive. Le groupe des PBD est composé de quatre pathologies : le
syndrome de Zellweger, I’adrénoleucodystrophie néonatale (NALD), la maladie infantile de
Refsum (IRD), La chondrodysplasie ponctuée type rhizomélique (RCDP). Les trois maladies
,ZS, NALD et IRD, sont clairement distincts de la RCDP et sont généralement appelées spectre
de Zellweger, ZS étant le plus séveres et NALD et IRD sont les troubles les moins séveres
(Steinberg et al., 2006).

La famille des pathologies liées au déficit d’une unique enzymes-protéine peroxysomale
comprend sept pathologies différentes la déficience en acyl-CoA oxydase 1, la déficience en
enzyme D-bifonctionnelle, la déficience en a-méthyl-acyl-CoA racémase (AMACR), la
déficience en protéine porteuse de stérols X (SCPx), La maladie du Refsum (ARD), la
déficience en acyl-CoA-DHAP réductase , la déficience en acyltransférase (RCDP2) et en
alkyl-DHAP synthase (RCDP3).

La pseudo-adrénoleucodystrophie néonatale est une pathologie causée par la déficience
en acyl-CoA oxydase 1 (ACOX1), lI'enzyme catalysant la premicre étape de la B-oxydation
peroxysomale. C’est une maladie autosomique récessive. Les manifestations cliniques de cette
pathologie sont trés similaires a celles des patients atteinte d'adrénoleucodystrophie néonatale,
sauf que chez les patients atteints de la (P-NALD), les peroxysomes sont de grande taille et leur
nombre ne diminue (Poll-The et al., 1988).
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La déficience en enzyme D-bifonctionnelle (OMIM #261515) : le déficit en protéine D-
bifonctionnelle (DBP) est une pathologie également autosomique récessive liée a un trouble
d’oxydation des acides gras peroxysomaux, une enzyme qui catalyse la deuxieme et la troisieme
étapes de la B-oxydation peroxysomale des acides gras linéaires et ramifiés (Moller et al., 2001).
Les symptomes cliniques typiques de cette pathologie sont une hypotonie, une dysmorphie
faciale, un retard psychomoteur, des convulsions néonatales, des anomalies de la migration
neuronale et la déemyélinisation. Les résultats biochimiques sont des niveaux tres élevés de
AGTLC dans le plasma et les fibroblastes de patients (Clayton, 2001; Paton et al., 1996).

Le syndrome de Zellweger (MIM 214100) : ou syndrome cérebro-hépatorénal est un
syndrome d'anomalie congénitale multiple caractérisé par un retard psychomoteur et de
plusieurs anomalies primaires du développement : cranio-faciales, de la migration neuronale,
squelettiques, des kystes rénaux avec une insuffisance surrénale une hépatomegalie et une
chondrodysplasie ponctuée (Abe et al., 2014; Roscher et al., 1985; Wilson et al., 1986). C’est
un syndrome prototypique des troubles de la biogenése des peroxysomes (PBD), causé par des
mutations dans les génes PEX qui codent pour des protéines, appelées peroxines, nécessaires a
la biogenése normale du peroxysome (Crane, 2014). Au niveau moléculaire, les mutations dans
les peroxines perturbent [I’assembalge moléculaire requis pour I’importation post-
traductionnelle dans le peroxysome des protéines matricielles contenant soit un signal de

ciblage peroxysomal (PTS) 1 ou 2 (Purdue and Lazarow, 2001; Subramani et al., 2000).

La déficience en a-méthyl-acyl-CoA racémase (AMACR) (OMIM 604489) : est une
maladie peroxysomale rare avec un age d'apparition variable de la petite enfance a I'age adulte.
Les Patients presentant un déficit en AMACR montrent une accumulation d'acide pristanique,
et les deux intermédiaires des acides biliaires, acide di- et trihydroxycholestanoique (DHCA et
de THCA). Le taux des AGTLC et les plasmalogenes sont normaux chez les patients (Clarke
et al., 2004; Smith et al., 2010).

La déficience en protéine X porteuse de stérols (SCPx : Sterols carrier protein X))
(MIM #184755) : une deuxieme thiolase peroxysomale. SCP2 contient a la fois un domaine
thiolase et un domaine de protéine porteuse de stérol, elle est I'enzyme clé dans la B-
oxydation de l'acide pristanique et les intermédiaires des acides biliaires. Les analyses des
métabolites du plasma des patients atteints de la SCPx ont révélé une accumulation d'acide
pristanique et d’acide phytanique, de DHCA et de THCA et le taux des AGTLC était

Iégérement élevé (D’amico and Bertini, 2013).
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La maladie du Refsum (ARD) (MIM # 266500) : une maladie autosomique
peroxysomale qui se caractérise par une rétinite pigmentaire, neuropathie périphérique,
ataxie cérebelleuse et accumulation pathognomonique d'acide phytanique (acide 3,7,11,15
tétraméthylhexadécanoique) dans les fluides corporels et les tissus en raison d'un défaut
dans l'a-oxydation de I'acide phytanique (Skjeldal et al., 1987).

Le troisieme groupe, c'est-a-dire les déficiences de transport des AGTLC se limite
a une seule maladie, l'adrénoleucodystrophie liée a I'X (X-ALD).

I'X-ALD (ALD, OMIM 300 100) : une maladie neurodégénérative séveére qui résulte
d’une mutation dans le géne ABCD1 sans aucune corrélation génotype-phénotype. Elle se
caractérise par une démyélinisation progressive du systeme nerveux central et périphérique,
une insuffisance surrénale (maladie d'Addison) et une accumulation d'acides gras a tres
longue chaine (AGTLC) dans le plasma, les fibroblastes et dans différents tissus (Aubourg,
2007). Le diagnostic positif repose sur I’accumulation des AGTLC. Cette pathologie est la
plus fréquente des maladies peroxysomales avec une incidence d’environ 1 cas pour 17 000
naissances. Le gene ABCD1 qui appartient a la sous-famille D des transporteurs ABC (ATP-
binding cassette) code pour une protéine peroxysomal transmembranaire (protéine ALD)
porte epar le chromosome Xg28 (Douillard, 2011). La protéine ALD a un role dans le
transport des AGTLC ou AGTLC-CoA a travers la membrane peroxysomale pour leur
dégradation par le systéme de B-oxydation peroxysomale. Deux principaux phénotypes ont
été décrits : la forme cérébrales démyélinisantes chez I’enfant 4gé de 5 a 15 ans retrouvé
¢galement chez I’adulte dans 35% des cas ; et la forme limitée & une atteinte médullaire, ou

adrénomyeéloneuropathie (20-60 ans) (Berger et al., 2014; Nascimento et al., 2012).

Le peroxysome joue un r6le important dans le métabolisme des acides gras (AG). Avec

la mitochondrie, ils constituent le siege principal de la dégradation des acides gras (en fonction

de leurs nombre de carbones) (Poirier et al.,, 2006). Cependant, le peroxysome dégrade

principalement les acides gras a trés longue chaine (AGTLC) saturés (C24:0 et C26:0), et

insaturés, les acides gras ramifiés (acide pristanique)les intermédiaires de la synthese des acides

biliaires 1’acide dihydroxycholestanoique (DHCA) et I’acide trihydroxycholestanoique

(THCA), n’ont pris en charge par la mitochondrie. Les étapes de la B-oxydation est identique

dans ces deux organites et implique une série de quatre réactions successives qui sont la

déshydrogénation, une hydratation, une seconde déshydrogénation et un clivage thiolytique,
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permettant le raccourcissement de la chaine d’AG de 2 carbones et la libération d’un
acétyl- CoA (Jean and Fatima, 2019). Le nombre de cycles de B-oxydation pour chaque lipide
dépend de la longueur de la chaine carbonée et se poursuit généralement jusqu’a 1’obtention

d’un acyl-CoA a chaine moyenne (entre 6 et 8 carbones) (Réf).

1. Les enzymes impliqués dans la f-oxydation peroxysomale

Les acides gras métabolisés par le peroxysome nécessitent une activation avant de
pouvoir étre pris en charge (Guimaraes, Sa-Miranda et al. 2005). Par thioestérification au
Coenzyme A (CoA). Cette réaction est assurée par des enzymes de la famille des acyl-CoA
synthétases et nécessite I’hydrolyse d’une molécule d’ATP (Adénosine TriPhosphate).

Le cycle de la -oxydation peroxysomale fait intervenir plusieurs enzymes (Figure 10),
la premiere réaction est catalysée par une acyl-CoA oxydase, c’est une réaction de
déshydrogénation qui constitue une étape limitante qui contréle le flux metabolique a travers
cette voie. C’est une réaction de a, - déshydrogénation de I’acyl-CoA en présence du coenzyme
flavine adenine dinucléotide (FAD) au cours de laquelle I’acyl-CoA est désaturé en 2-trans
énoyl-CoA (Violante et al., 2019). Par aillleurs, trois acyl-CoA oxydase (ACOX) ont été
identifiees. L’ACOX1 (ou palmitoyl-CoA oxydase), une enzyme qui prend en charge les AG a
chaine lineaire tandis que I’ACOX2 (ou « branched-chain acyl-CoA oxidase») et ’ACOX3
seraient toutes deux impliquées dans la dégradation des AG a chaine branchée. L’ACOX1 et
I’ACOX2 exerceraient leur activité a I’état de dimere et I’ACOXI1, protéine de 75 kDa serait
clivée sélectivement apres son import dans le peroxysome en deux polypetides de 50 et 25 kDa
(Mizuno et al., 2013). Les deux étapes suivantes sont une hydratation et une seconde
déshydrogénation réalisée par une seule enzyme dite bifonctionnelle la PBE "Peroxisomal
Bifunctional Enzyme". Chez I’homme et les rongeurs le peroxysome renferment deux enzymes
bifonctionnelles (PBE ou peroxisomal bifunctional enzyme) distinctes : la L-PBE spécifique de
I’énantiomére L du 3-hydroxyacyl-CoA et la D-PBE spécifique de I’isomére D du 3-
hydroxyacyl-CoA. Ces deux enzymes catalysent les 2éme et 3éme réactions de la -oxydation
et prennent en charge les énoyl-CoAs avec une chaine linéaire, tandis que la D-PBE prend en
charge aussi bien 1’énoyl-CoA de I’acide pristanique et les intermédiaires des acides biliaires.
Au cours de ces réactions le 2-trans-énoyl-CoA est transformé en 3-hydroxyacyl-CoA par
hydratation et sera par la suite converti en 3-cétoacyl-CoA par déshydrogénation en présence
de NAD+ (Figure 10) (Wanders and Waterham, 2006). La derniére étape de la -oxydation est

assuré par des thiolases ces enzymes catalysent une réaction qui consiste en un clivage
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thiolytique entre le carbone a et B du 3-cétoacyl-CoA libérant un acyl-CoA écourté de 2 atomes
de carbone et un acétyl-CoA ou un propionyl-CoA (dans le cas d’un acide gras ramifié)
(Wanders and Waterham, 2006).

Chez ’homme il existe deux types d’enzymes ayant une activité thiolase : la pThl et la
SCPx essentielle & I'oxydation de I'acide pristanique, de I'acide hydrodésoxycholique (HDCA)
et de l'acide tri-hydroxycholestanoique (THCA)(Seedorf et al., 1998).
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Figure 9 : Enzymes impliqués dans la B-oxydation peroxysomale (Nicolas et al., n.d.)

2. La déficience en Acyl- CoA oxydase 1

Le déficit en acyl-CoA oxydase peroxysomale est causé par une mutation du gene
ACOX1 associé a une maladie autosomique récessive [OMIM: #264470] décrite pour la
premiere fois par Poll-The et al., (1988). Ce groupe de chercheur a décrit I’existence d’un retard
psychomoteur sévére avec une hypotonie et une détérioration neurologique chez deux enfants
de la méme famille. En générale, les nouveau-nés ayant un déficit en acyl-CoA oxydase
peroxysomale présentent un faible tonus musculaire (hypotonie) et des convulsions. Chez
certaines patients atteints, on peut trouver également une dysmorphie faciale avec des yeux tres
écartés (hypertélorisme), un pont nasal bas avec des oreilles basses, des doigts ou des orteils

supplémentaires (polydactylie) ou une hépatomégalie. La majorité des enfants malades
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apprennent a marcher et commencent a parler, mais ils subissent ce qu’on appelle une
régression développementale qui résulte en une perte progressive de ces compétences,
commencant généralement entre 1 et 3 ans, une hyper-réflexie et ou des crises séveres et
récurrentes (épilepsie) et perte de la vision et de l'audition avec une démyélinisation cérébrale
(Ferdinandusse et al., 2007). Les symptomes cliniques sont proches de ceux observés dans le
symptéme de Zellweger et les ALD néo-natal. La plupart des enfants atteints ne survivent pas
et décedent aprés la petite enfance. Biochimiquement, les patients atteints montrent une
élévation des niveaux plasmatiques des AGTLC, des anomalies enzymatiques multiples,
entrainent une accumulation d'intermédiaires d'acides biliaires, AGTLC, d’acides pipécolique,
pristanique et phytanique (dépendant de l'dge), ainsi qu’une altération sévere de la biosynthése

du plasmalogéne (Infante et al., 2002).

3. La déficience en ACOX1 et inflammation

L'ACOX1 est ’enzyme limitante de la voie de la B-oxydation peroxysomale, elle est
responsable du catabolisme des acides gras a tres longue chaine. La déficience en ACOX1
induit une accumulation des AGTLC dans le plasma et dans différentes tissues, Les acides gras
saturés a longue chaine sont connus par leur capacité a induire une réponses immunitaires
inflammatoires et a activer le systeme immunitaire innées dans les cellules immunitaires
(Stauber et al., 2005). Par ailleurs, les patients atteints d'adrénoleucodystrophie pseudo-
néonatale, présentent une hépatomégalic due a une altération de la B-oxydation des AGTLC.
De méme, les souris deficientes en ACOX1 présentent une stéatose hépatique et une
steatohépatite spontanées, une régénération hépatique accrue et un développement spontané de
carcinomes hépatocellulaires (Cherkaoui-Malki et al., 2012; Sheridan et al., 2011). Dans leur
étude El Hajj et al., (2012) ont montré que dans la déficience en ACOX1 est associee a des
altérations de la réponse inflammatoire conduisant a l'activation de la voie inflammatoire de
I'IL-1. Une telle activation déclenche une forte induction des cytokines IL-6 et IL-8
principalement via la voie MAPK et p38 MAPKK. De méme Moreno-Fernandez et al., (2018)
ont démontré que la déficience en ACOX1 avait particulierement un impact sur la polarisation
des cellules Th17 in vivo et in vitro, et qu'elle avait un impact sur la capacité des cellules Th17
a produire plusieurs cytokines, y compris la sécrétion de I’'lFN-y et de I’IL-17A. Or I’analyse
de modeles murins ayant un défaut d’une fonction peroxysomale montre que I’altération des
fonctions peroxysomales dans les oligodendrocytes et les cellules microgliales contribue
majoritairement a I’inflammation cérébrale au cours du processus de démyélinisation

(Bottelbergs et al., 2010). Dans Les deux maladies neurodégénératives peroxysomales 1’X-
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ALD associées ou a la déficience en ACOXL1, on constate une augmentation importante des
transcrits de cytokines inflammatoires et la présence d’infiltrats périvasculaires de lymphocytes
T et B et de macrophages dans les lésions cérébrales (Geillon et al., 2012). Ces données
montrent que 1’enzyme ACOX1 en plus de son role dans le métabolisme, peut également jouer

un réle primordiale dans la régulation de I'inflammation via la f-oxydation peroxysomale.

4. Les transporteurs ABC peroxysomaux

Les peroxysomes sont délimités par une simple membrane phospholipidique. Le
transport a travers cette membrane imperméable nécessite donc des protéines et tdes
ransporteurs pour le transfert des différentes substrats, produits et cofacteurs depuis et vers le
cytosol. Les transporteurs ABC constituent une superfamille de protéines membranaires
présents dans presque tous les organismes allant des eubactéries jusqu’aux mammiferes. La
structure des protéines ABC est hautement conservée et elles catalysent le transport
transmembranaire ATP-dépendant d'une grande variété de substrats. Les transporteurs ABC
sont classés en deux groupes, les ABC importateurs et les ABC exportateurs (Higgins, 1992;
Saurin et al., 1999). Les ABC importateurs sont retrouves uniquement chez les procaryotes ou
ils jouent le r6le d’un systéme d'absorption des nutriments. En revanche, presque tous les
transporteurs ABC eucaryotes fonctionnent comme des exportateurs et sont localisés dans les
membranes des peroxysomes, les mitochondries, le réticulum endoplasmique (RE), I'appareil

de Golgi, et les lysosomes.

Les transporteurs ABC peroxysomaux appartiennent a la sous-classe D de la
superfamille des protéines ABC, chez I’homme la sous-famille ABCD comprend quatre
membres : la protéine adrénoleucodystrophie (ALDP ; ABCD1), la protéine associée a
I'adrénoleucodystrophie  (ALDRP ; ABCD2) et les deux protéines membranaires
peroxysomales de 69 et 70 kDa, PMP69 (ABCD4) et PMP70 (ABCD3). Ce sont tous des
transporteurs demi-ABC qui doivent dimériser pour constituer un transporteur actif fonctionnel
(Kamijo et al., 1990; Lombard-Platet et al., 1996; Mosser et al., 1993; Shani et al., 1997). Les
membres de la sous-famille ABCD de la souris sont strictement orthologues a ceux de I'nomme.
Le premier transporteur ABC peroxysomal a été identifié par Kamijo et al. (Kamijo et al., 1990)

nommée PMP70 et codée par le gene ABCD3, l'une des principales protéines membranaires
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Figure 10 : Transporteurs ABC peroxysomaux et leur implication dans le métabolisme des lipides (Tawbeh et al., 2021).
Les transporteurs ABC peroxysomaux sont représentés sous forme d'homo ou d'hétérotétraméres avec leurs substrats préférentiels
et leur implication dans les voies métaboliques, comprenant plusieurs étapes enzymatiques, catalysées par I'acyl-CoA oxydase 1 et
2 (ACOX1 et ACOX2), les protéines D- et L-bifonctionnelles (D-BP et L-BP), acétyl-CoA Acyltransférase 1 (3-cétoacyl-CoA thiolase,
ACAA1), protéine porteuse de stérol 2 (SCPXthiolase, SCP2), alpha-méthylacyl-CoA racémase (AMACR), acide biliaire-CoA: acide
aminé N -acyltransférase (BAAT), et phytanoyl-CoA hydroxylase (PHYH).

intégrales du peroxysome, connue pour étre fortement induite par l'administration d'agents
hypolipidémiants. Elle est impliquée dans le transport des esters 2-méthylacyl-CoA, y compris
le pristanoyl-CoA, le dihydroxycholestanoyl-CoA (DHC-CoA) et le trihydroxycholestanoyl-
CoA (THC-CoA) et des acides dicarboxyliques a chaine moyenne vraisemblablement sous
forme d'esters de CoA. De plus, une étude plus récente réalisée sur des modeles cellulaires
HEK-293 a démontré qu’ABCD3 est nécessaire pour le transport des MCFA a travers la

membrane peroxysomale (Violante et al., 2019).

Le deuxieme transporteur ABC mammifére, nommé ALDP est codé par le géne
ABCDL, il a été identifié en utilisant une stratégie de clonage positionnel en 1993 par Mosser
et al (Mosser et al., 1993) la fonction principale attribué a ABCD1 est le transport des AGTLC
saturés et monoinsaturés a travers la membrane peroxysomale pour une dégradation
supplémentaire via la B-oxydation. La mutation du gene ABCD1 cause I’adrénoleu-
kodystrophie liée a I'X (X-ALD) la maladie neurodégéenérative peroxysomale la plus courante.
Par ailleurs, ’accumulation des AGTLC saturés et monoinsaturés dans le plasma et les tissus
des patients X-ALD, est utilisée pour le diagnostic de la (X-ALD). Des études de
complémentation ont démontré que I'expression de I'ADNc du géne ABCD1 normal dans les
fibroblastes de patients atteints de X-ALD rétablissait I'oxydation des AGTLC et réduisait les
AGTLC a des niveaux normaux (Shinnoh et al., 1995).
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Le troisieme transporteur ABC nommé ALDPR est codé par le gene ABCD?2 il est
I’homologue le plus proche de I’ALDP. Généralement il est admis que ABCD2 a une certaine
redondance fonctionnelle avec ABCD1 (Tawbeh et al., 2021). Les deux protéines présentent
des spécificités de substrat qui se chevauchent pour les AGLC et AGTLC saturés et
monoinsaturés. Ce qui explique la correction du défaut de B-oxydation dans les fibroblastes X-
ALD en cas de surexpression dABCD?2 aprés transfection. I'ALDRP semble aussi avoir une
fonction dans la synthése de l'acide docosohexaénoique polyinsaturé (DHA, C22:6w3) qui
nécessite un raccourcissement de la chaine de C24:6w3 par oxydation peroxysomal. Les souris
ABCD2 knockout ont des niveaux réduits de C22:6w3 dans les neurones primaires (Fourcade
et al., 2009)

Enfin, le quatriéme transporteur peroxysomal demi-ABC est nommé PMP69 ou,
alternativement, PMP70R. Il est codé par le géne ABCD4, Ce transporteur a éte identifié
simultanément par deux groupes de chercheurs. Il fait également partie de la famille ABCD
localisé plutét dans la membrane du réticulum endoplasmique (Kashiwayama et al., 2007). Le
PMP69 humain a une faible homologie de séquence avec les autres transporteurs de demi-ABC

Peroxysomaux.

Le dysfonctionnement peroxysomale a été associée a divers pathologies humaines, tels
que les maladies métaboliques, le cancer, les troubles de la biogenése des peroxysomes (PBD)
et les maladies neurodégénératives (Braverman et al., 2013; Islinger et al., 2018). Le
peroxysome joue un role important dans le métabolisme des lipides qui constituent 50 a 60 %
de la matiere cérébrale totale (Bourre, 2004). Par conséquent, de légéres altérations de la
composition en acides gras peuvent entrainer des modifications, parfois irreversibles, de la
fonction neuronale. L’altération de la fonction peroxysomale est la cause principale de 1" X-
ALD et laP- NALD le résultat est une accumulation accrues des AGTLC affectant en particulier
le systeme nerveux (Wanders et al., 2010). La cytotoxicité des AGTLC est liée a la
démyélinisation et l'axonopathie inflammatoires, la mort cellulaire des oligodendrocytes et des
astrocytes, la dérégulation de I'noméostasie du Ca?* intracellulaire et une diminution avérée du
potentiel membranaire des mitochondries dans les oligodendrocytes (Hein et al., 2008). Le
peroxysome joue également un rdle important dans le maintien de I’équilibre redox de la cellule

via la dégradation du peroxyde d’hydrogéne par la catalase. En effet, un déséquilibre redox peut
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entrainer des maladies neurodégénératives comme dans le cas de la maladie d'Alzheimer ou de
la maladie de Parkinson qui sont connues pour présenter un stress oxydatif accru. Les données
actuelles indiquent que la fonction peroxysomale se détériore avec le vieillissement et le
dysfonctionnement peroxysomal est lié a lI'apparition précoce de plusieurs maladies liées a I'age,
y compris les maladies neurodégénératives (Fransen et al., 2013; Terlecky et al., 2012).

La maladie d’Alzheimer est considérée comme le trouble neurodégénérative le plus
courant qui affecte la population &gée et se caractérise cliniquement par la détérioration
progressive de la mémoire, la cognition et le comportement. Chez les patients atteints de cette
maladie, on constate une diminution du taux du plasmalogéne comme chez les patients atteints
du syndrome de Zellweger (Ginsberg et al., 1995). Pendant les phases précoces de la maladie
une altération importante dans le métabolisme lipidique, en particulier dans le peroxysome
(Kou et al., 2011; Soderberg et al., 1991). L’analyse post mortem des cerveaux de patients
atteints de la maladie d’Alzheimer a montré une accumulation des AGTLC tels que C24:0 et
C26:0 dans toutes les zones corticales a I’exception du para subiculum. Cette accumulation des
AGTLC est souvent associe a la présence des enchevétrements neurofibrillaires (des agrégats
intracellulaire de la protéine tau hyper phosphorylée) (Kou et al., 2011; Lizard et al., 2012a).
L’observations des neurones en culture montre que la surexpression de la protéine tau inhibe le
transport kinésine-dépendant des peroxysomes dans les neurites (Mandelkow et al., 2003;
Stamer et al., 2002).

L'analyse post-mortem des cerveaux de patients atteints de la maladie de Parkinson
montre dans les cortex frontaux une réduction remarquable des taux en acides gras
polyinsaturés, y compris le DHA et I'acide arachidonique, tandis que les niveaux d'acides gras
saturés sont augmentés par rapport au cerveau des sujets témoins (Fabelo et al., 2011). Une
autre étude, ayant examiné les profils lipidiques sériques chez les patients parkinsoniens, a
montré des taux plus faibles de cholestérol total et de triglycérides chez les patients
parkinsoniens que chez les individus témoins (Guo et al., 2015). De plus, plusieurs études ont
indiqué une relation étroite entre les niveaux de lipides peroxysomaux, tels que le cholestérol,
I'utilisation de médicaments régulateurs des niveaux du cholestérol et le développement de la
maladie de Parkinson (Doria et al., 2016).
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Materiels et Méethodes



Origine et méthode d’extraction des huiles

1. P’huile d’argan

L'huile d'Argan vierge comestible (VAO) utilisée pour les traitements des souris ou des
cellules de Tetrahymena pyriformis provient de la région d’Agadir (sud-ouest du Maroc). Elle
a été préparée dans une association marocaine qui utilise un procédé d’extraction artisanal
qui consiste respectivement en dépulpage des fruits, le concassage de la coque entre deux
pierres, la torréfaction de I’amande oléagineuse et le broyage des amandes torréfiées a I’aide
d’une meule en pierre. L’application d’une pression manuelle de la pate permet I’obtention de

I’huile qui est séparée par décantation.

2. L’huile d’olive

I'huile d'olive vierge comestible (VOO) provient de la région d’Essaouira (Nord-ouest
du Maroc). L’huile d’olive est extraite premiérement par un broyage qui consiste a briser la
peau et écraser la chair des olives pour obtenir la pate d’olive, cette derniere est pressée pour

en extraire 1’huile, qui vas étre séparer de I’eau contenue par décantation.

3. L’huile de Colza

L'huile de colza (CO) a été achetée dans un supermarché local de la ville de Casablanca

aupres d'une marque commerciale connue

Afin d’extraire une fraction polaire et une fraction apolaire a partir des huiles, ces
derniers ont été exposées au méthanol, pour cela un mélange (1:1) de (méthanol : huile) a éte
préparé et vigoureusement agité 1h puis centrifugé a 2500g pendant 5min afin de séparer les
deux phases : la phase supérieur constitue la Fraction Méthanolique (FM) et la phase inférieur
constitue la Fraction Lipidique (FL) selon la méthode décrite par (Espin et al., 2000a). L'huile
totale (HT) a été utilisée dans I'étude pour mieux comparer les différentes fractions avec I'huile

non fractionnée.

1. Dosage des polyphénols totaux
La teneur en composés phénoliques dans les huiles et leurs deux fractions a été estimée

selon la méthode de Folin-Ciocalteu décrite par (Osorio-Esquivel et al., 2011a). L’ensemble
des composés phénoliques sont oxydés par le réactif de Folin-Ciocalteu. Ce dernier est constitué

par un mélange d’acide phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique qui est réduit, lors
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de I’oxydation des substances phénoliques, en mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de
molybdéne. Ces derniers présentent un maximum d’absorption a 765 nm dont D’intensité est
proportionnelle a la quantit¢ de polyphénols oxydés présente dans 1’échantillon. Pour cela,
2,5 mL de réactif de Folin (dilué 10 fois) ont été ajoutés a 500 ul de 1’échantillon correspondant
a la FM, FL ou HT, et aux standards (préparés dans du méthanol) avec des dilutions
appropriées, 2 ml de carbonate de sodium ( 7,5 %). Aprés 15 minutes d'incubation dans un bain-
marie & 45°C, l'absorbance a été mesurée a 765 nm contre un blanc sans extrait. La
quantification des polyphénols totaux a été calculée a partir de I'équation de régression de la
gamme de calibration établie avec l'acide gallique réalisée dans les mémes conditions. Les
résultats ont été exprimés en mg d'équivalent acide gallique par gramme de poids sec de matiére

vegétale (mg EAG/g de poids sec).

2. Dosage de la teneur en flavonoides

Le dosage des flavonoides totaux a ete réalisé par la methode colorimétrique du chlorure
d'aluminium décrite par (Dehpour, 2009) une méthode basée sur la formation d’un complexe
tres stable, entre le chlorure d’aluminium et les atomes d’oxygene présent sur les carbones 4 et
5 des flavonoides. Brievement , 0,5 ml de la FM, FL ou HT a été mélangé avec 1,5 ml de
méthanol, 0,1 ml de chlorure d'aluminium (10 %), 0,1 ml d'acétate de potassium (1 M) et 2,8
ml d’eau distillée et laissé a température ambiante pendant 30 minutes. L'absorbance du
mélange réactionnel a été mesurée a 415 nm. La concentration en flavonoides a été déterminée
a partir d'une courbe d'étalonnage établie avec la quercétine ; les résultats ont été exprimés en
microgrammes d'équivalent de quercétine par gramme de poids sec de matiére vegétale

(mgEQ/g de poids sec).

1. Test DPPH

Afin d'évaluer l'activité anti-radicalaire, la méthode du radical 2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyle (DPPHe) a été utilisée selon le protocole décrit par (Huang et al., 2011a). C’est

un test qui permet de mesurer le pouvoir antiradicalaire des extraits dans un systéme modeéle
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(solvant organique, température ambiante). Il mesure la capacité d’un antioxydant a réduire le
radical chimique DPPH® par transfert d’une atome d’hydrogene. Le DPPH®, initialement violet,
se transforme en DPPH-H, jaune péle. l'intensité de la couleur est inversement proportionnelle
a la capacité des antioxydants présents dans le milieu. Les échantillons FM, FL ou HT
(0,3 ml) ont été mélangés avec une solution de DPPH (0,2 mM) dissoute dans du méthanol.
Apres agitation du melange par un vortex le mélange est laissé au repos pendant une heure
a ’obscurité. L'absorbance est mesurée a 517 nm. L'activité de piégeage des radicaux a été
calculée par 1’équation suivante : [(As-Ai)/As] x 100] dont (As = absorbance du DPPH seul, Ai
= absorbance du DPPH en présence de FM, FL ou HT). Une courbe d'étalonnage générée a

I'aide d'acide ascorbique a été utilisée comme référence.

2. Test FRAP

Le test FRAP (ferric reducing power) permet d’évaluer le pouvoir antioxydant des
extraits on évaluant leur capacité de reduction ferrique. La méthode suivie est celle de (Oyaizu,
1986a). Le test FRAP est base sur la réduction en milieu a faible pH, d'un complexe ferrique
incolore (Fe3+-tripyridyl-triazine) en un complexe ferreux de couleur bleue (Fe2+-tripyridyl-
triazine) par les antioxydants. En mode opératoire un millilitre de FM, FL ou HT a été mélange
avec 2,5 ml de tampon phosphate de sodium (0,2 M ; pH 6,6) et 2,5 ml de solution de
ferricyanure de potassium (K3Fe(CN)e) a 1 %, le mélange a été incubé a 50 °C pendant 20 min.
Ensuite, 2,5 ml d'acide trichloroacétique (10 %) a éte ajouté au mélange. Ensuite, 2,5 ml de
cette solution ont eté mélangeés avec 2,5 ml d'eau distillée et 0,5 ml de FeCI3 (0,1 %) et
I'absorbance a été suivie a 700 nm. L'acide ascorbique a été utilisé afin de générer une courbe
d'étalonnage ; les résultats ont été exprimes en mg d'équivalent d'acide ascorbique par gramme

de poids sec de matiére végétale.

3. Test ABTS

Le test ABTS a été mesuré en utilisant la méthode de décoloration décrite par (RE,
1999a). Cette méthode est basée sur la capacité des molécules antioxydantes a inhiber le cation
radical ABTS «+ obtenu a partir de 'ABTS (2,2’ -azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-
sulfonique)), L’ obtention du radical ABTS s+, de couleur bleue-verte, résulte du contact de I’ABTS avec
le persulfate de potassium L'ajout d'antioxydants va réduire ce radical et provoque la décoloration du
mélange. cette décoloration du radical mesurée par spectrophotométrie a 734 nm est proportionnelle a la
concentration en antioxydants. Dans cette étude, Le radical cationique ABTS+ a été produit par la

réaction d'une solution aqueuse d'/ABTS (7 mM) et d'une solution de persulfate de potassium
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(K2S20s) (2,45 mM). Aprés stockage a l'obscurité pendant 16 h, la solution de cations
radicalaires a été dilué avec du méthanol jusqu'a l'obtention d'une absorbance de (0,7 £ 0,05)
a 734 nm. Ensuite, 160 pl de la solution ABTS-+ ont été ajoutés a 40 ul de la FM, FL ou HT.
L'absorbance a été mesurée a 734 nm aprés 10 min et l'activité de piegeage du radical ABTS
(%) pour chaque concentration a été calculée par rapport & une absorbance du blanc selon

I'équation suivante :
ABTS (%)=(A contrble - A échantillon)/(A contrdle)x100

Ou A contrdle représente la concentration initiale de 'ABTS-+ et A échantillon est
I'absorbance de la concentration restante de I'ABTS-+ en présence de I'échantillon. Trolox a été

utilisé comme controle positif.

1. Culture et traitement des cellules de Tetranymena pyriformis

La lignée cellulaire utilisées dans la premiere partie de notre étude était le protozoaire
Tetrahymena pyriformis un eucaryote unicellulaire cilié en forme de poire avec un temps de
régenération de 2--3h donc apparition de 8 a 9 génération par jour cet avantage et d’autre fait
de ce protozoaire un organisme modele couramment utilisé dans des domaines tels que la

biologie et la biomédecine (Cassidy-Hanley, 2012).

Les cellules de Tetrahymena pyriformis ont été cultivé dans un milieu PPYG (peptone
protease-levure-glucose), composé de 1,50 % (p/ v) de peptone protéase, 0,25% (p / v) d'extrait
de levure 0,2% (p/v) de glucose, supplémenté avec de la pénicilline G (100 U / ml) et de la
streptomycine (100 pg /ml) pour empécher la croissance bactérienne dans le milieu de culture
préparé dans de I'eau distillée stérilisée avec 1’autoclave. Les cellules ont été maintenues en
phase exceptionnelle par repiquage toutes les 72 heures. Les cellules en phase logarithmique
ont été utilisée pour les différentes expériences avec a une concentration finale de 1 x 10*

cellules/ml.

L’induction du stress oxydant a été fait avec un traitement avec le peroxyde d’hydrogene
H202 a une concentration finale de 350uM, le stress nitrosatif a été induit par traitement au
Nitroprusside de sodium a une concentration finale de ImM.Pour le co-traitement aux huiles
une concentration de 0,5 % de I’huile d’ Argan, I’huile d’olive et I’huile de colza, préalablement
solubilisées dans I’Ethanol (0.15%), est mélangée dans le milieu PPYG. Tous les traitements

ont duré 24 heures.
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2. Elevage et traitement des souris :

a) Elevage des souris

Des souris C57BL/6J (agées de 12 a 16 semaines) ont été obtenues de I’institut Pasteur

de Casablanca au Maroc toutes les expérimentations ont été approuvée et réalisées selon les

recommandations du comité d'éthique animale de I'Université Hassan ler, Settat, Maroc.

Les animaux ont été maintenues dans I’animalerie de la faculté des sciences et technique

sous un environnement exempt de pathogenes sous des cycles lumiére-obscurité (12-12 h),

humidité relative de (45-65%) a une température de 22 + 2 ° C et nourries avec un régime

standard et de l'eau ad libitum pendant dix jours d’acclimatation afin de favoriser les

interactions sociales entre les animaux et stabiliser les différents paramétres pouvant interagir

avec les traitements.

Aprés la période d’acclimatation les souris ont été réparties au hasard en huit groupes

(5 souris / groupe) qui ont recues les traitements Tableaul.

Nom du

groupe

CTRL

LPS

AO

0o

(6{0)

AO+LPS

OO+LPS

CO+LPS

Traitement recue

Alimentation standard
Alimentation standard
Alimentation enrichie avec 6% de ’huile

d’Argan
Alimentation enrichie avec 6% de ’huile
d’Olive
Alimentation enrichie avec 6% de ’huile de
Colza.
Alimentation enrichie avec 6% de I’huile
d’Argan
Alimentation enrichie avec 6% de ’huile
d’Olive
Alimentation enrichie avec 6% de ’huile de

Colza.

Injection appliqué

Eau physiologique

LPS

Eau physiologique

Eau physiologique

Eau physiologique

LPS

LPS

LPS
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b) Préparation des aliments et des injections :

Les souris ont recu pendant 28 jours une alimentation enrichie avec I’huile d’Argane,
I’huile d’Olive et I’huile de Colza pour cela 100 g de granulés destinés a 1’alimentation des
souris sont mélangés avec 6 % d’huile d’Argan, d’Olive ou de Colza (6 g de I’huile qui
correspond a 6,53 mL/100g de nourriture) (EI Kebbaj et al., 2015) I’huile d’ Argan utilisé dans
cette étude a été obtenu de la région d’ Agadir au Maroc. Le 28éme jours a la fin du traitement
et quatre heures avant le sacrifice les souris ont recu une injection via la veine caudale de
Lipopolysaccharides d'Escherichia coli 0111: B4 (Sigma) (solution 1mg/ml dans du PBS
Stérile) avec une dose de 100pg/ 20g de poids vif de souris ou PBS stérile pour le controle

négatif (voir tableaul).

Le jour du sacrifice les souris ont été anesthesiées sous une hotte, par inhalation de
chloroforme. Ensuite, le sang a été prélevé par ponction cardiaque a I’aide d’une seringue
montée d’une aiguille. Puis centrifugé a 8000g pendant 2 min pour récolter le plasma. Les
organes (foie, cerveau, reins et coeur) ont été prélevés et congelés rapidement dans la carboglace

et stockes a -80 °C jusqu’a I’utilisation.

3. Culture des cellules BV-2 WT et Acox1-/-

La lignée cellulaire murine BV2 dérivent des cellules murines microgliale de cerveaux
de souris C57/BL6. Ce sont des cellules immortalisées par 1’oncogene v-raf/v-myc et sont
fréquemment utilisée pour se substituer a la culture de cellules microgliales primaires (Banca-
Biologica e Cell Factory; catalogue no. ATL03001). Elles sont cultivées en milieu DMEM
(Lonza, Bale, Suisse) supplémenté avec 10% de sérum de veau feetal (Pan Biotech GmbH,
Aidenbach, Germany), 1% d’antibiotiques: pénicilline (100 U/ml) /streptomycine (100U/ml)
(Pan Biotech GmbH) et Glutamate (2 mM) . Le SVF est «décomplémenté» au bain marie a
56°C pendant 30 minutes pour tous les milieux de culture. Les cultures BV-2 sont

maintenues a 37°C dans une atmosphere humide avec 5% CO?2.
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Le principe du test MTT consiste a mesurer 1’activité de la succinate déshydrogénase
mitochondriale une enzyme qui par coupure du cycle tétrazolium transforme le MTT (3 [4,5-
diméthylthiazol-2-yl] -2,5-diphényltétrazolium bromure), de couleur jaune, en cristaux de bleu
de formazan de couleur pourpre. En présence de composés toxiques, un certain nombre de
cellules meurent ou deviennent moins actives et ne présentent donc plus d’activité enzymatique

mitochondriale. Le MTT n’est donc plus métabolisé en cristaux de formazan

Succino-déshydrogénase

Succinate n » Fumarate
FAD

FADH,

Formazan | U MTT

(bleu) (jaune)

Figure 11 : transformation du MTT en Formazan par la succinate
déshydrogénase

1. Test MTT pour Tetrahymena pyriformis

Afin d'évaluer l'effet de nos différents traitements a différentes concentrations sur la
viabilité de T.pyriformis, le test MTT a été réalisé selon le protocole décrit par (Lizard et al.,
1997). Apres traitement avec diverses concentrations de H>O [50,150,250, 350,450 et 550
uM], SNP [0,4, 0,6, 0,8, 1, 1,2 et 1,4 mM] des huiles [0,25, 0,5, 0,75, 1,25 et 1,5 %] et d'éthanol
[0,1, 0,15, 0,3, 0,6, 1,2 et 2,4 %] pendant 24h. Les cellules ont été incubées avec du MTT a
une concentration finale de 0,05 mg/ml pendant 3 heures a 37°C. Ensuite, les cellules ont été
centrifugées a 4000 g pendant 5 min, le surnageant a été jeté et les cristaux de formazan dans
le culot ont été dissous par I'ajout de 1ml de DMSO. Les densités optiques ont été révélées par
spectrophotométrie a 540 nm. La viabilité des cellules de T.pyriformis a été calculée en
pourcentage par rapport au contrdle selon la formule : % Viabilité = (DO de I’échantillon / DO

du contrdle) x 100 %.
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2. Test MTT pour les BV2 WT et Acox1-/-

Le test MTT a été utilisé afin d'évaluer la cytotoxicité du Spinasterol et du Schottenol a
24h et 48h de traitement sur la prolifération et/ou la viabilité des cellules BV2WT et BV2
Acox1-/-. Les cellules ont été ensemencées dans des plaques a 24 puits 4*10* cellules/puits et
traitées avec du Spinasterol a [1-2,5-5 et 20 uM], ou du Schottenol a [1-2,5-5 et 20M], ou avec
du 7KC cetocholestérol a [ 20uM] pour le contréle positif pendant 24h ou 48h. Ensuite, les
cellules ont été incubées pendant 3h avec une solution de MTT a une concentration finale de
0,05 mg/ml aprés l'incubation, le milieu contenant le MTT est éliminé, les cellules ont été
rincées avec 1 ml de DPBS. Ensuite 1 ml de DMSO a été ajouté dans chaque puit afin de
dissoudre les cristaux de formazan. La densité optique a été mesurée a 595 nm. La viabilité des
cellules a été calculée en pourcentage par rapport au contréle selon la formule : % Viabilitée =
(DO de I’échantillon / DO du contrdle) x 100 %.

1. Détection des ERO par la sonde H2DCFDA:

La détection des ROS dans les systemes biologiques est difficile pour plusieurs raisons
parmi lesquelles on cite la sensibilité de la méthode et la spécificité de la sonde.

La sonde fluorescente 2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate (H2DCFDA) est une
sonde souvent utilisé pour la détection des ROS qui peut réagir avec plusieurs radicaux libres
y compris le peroxyde d'hydrogéne, les radicaux hydroxyles et le peroxynitrite. Les membranes
cellulaires sont perméables a la sonde H2DCFDA elle diffuse passivement vers le milieu

intracellulaire ou ces groupes acétates sont clivés par les estérases intracellulaire. Une fois

H2DCFDA

Cytoplasm

H2DCFDA

|Esterases \>| { Nucleus
5{/

H2DCF

Figure 12 : clivage de Ila 2'7'-dichlorodihydrofluorescein
diacetate par les estérases intracellulaire

oxydée par les ROS présents dans la cellule la sonde H2DCFDA non fluorescente donne un
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composé hautement fluorescent la 2',7'-dichlorofluoresceine (DCF) qui reste piégé a I’intérieur

des cellules.

a) Localisation fluorimétrique et quantification des ERO cellulaires
par CLSM Chez Tetrahymena pyriformis

Apres 24 heures de traitement, les cellules ont été collectées par centrifugation a 4000

g pendant 10 min puis incubées avec la sonde DCFH2-DA (Calbiochem) avec une
concentration finale de 10 uM préparée dans du tampon MES (acide 2- [Nmorpholino]
éthanesulfonique) -KCI (5 uM KCI , 50 uM de CaCl2, 10 mM de MES, pH 6,15) pendant 30
min a 37 ° C. Suivi d'une étape de lavage dans le méme tampon pendant 15 min, puis observé
dans un (microscope confocal Nikon C1 utilisant une source laser Ar-488). Les controles
négatifs ont été traités uniquement avec du tampon MES-KCI. L'intensité de la fluorescence
verte a été quantifiée par le logiciel image J. L'écart moyen et standard ont été calculés apres la

mesure d'un minimum de trois images correspondant a trois expériences indépendantes.

b) Détection des ERO dans les cellules de BV2 WT et Acox1-/-

Dans une plaque de 96 puits noire a fond transparent (adaptée a la mesure de la
fluorescence) les cellules BV2 WT ou Acox1-/- (2*10* cellules/puits) sont ensemencé dans un
milieu DMEM sans rouge de phénol. Apres 7h de traitement avec (spinastérol ou schotténol) a
1 et 2,5uM et/ou avec LPS 1pg/ml le milieu de traitement est éliminé les cellules sont lavees
avec du PBS préalablement chauffée a 37°C. Ensuite 100ul de la sonde H2-DCFDA (C6827
Thermo fisher) a une concentration finale de 10uM est ajoutée. Apres incubation de 70 min a
37°C a I’obscurité. La plaque est transféré dans le lecteur de microplaque (Tecan Infinite Pro
M200) avec (AEx Max= 485 nm ; AEm Max= 535 nm).

Les résultats ont été normalisés par rapport aux données obtenues lors de I’incubation
des cellules avec la sonde Hoechst (2ug/ml) réalisée sous les méme condition avec (AEx Max=

350 nm ; AEm Max= 461 nm). Enfin le ratio R a été calculé pour chaque condition avec

K

_ (moyenne H2DCFDA — bruit de fond)
~ \ moyenne Hoechst — bruit de fond
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2. Mesure des anions superoxydes par la dihydroethidine dans les
cellules de BV2 WT et Acox1-/-

Le dihydroethidine est un composé non fluorescent qui a la capacité de traverser les
membranes cellulaires. Le marquage au DHE permet d’évaluer la production d’anions
superoxyde (O2e-) qui a la capacité de ’oxyder en hydro-éthidium (HE). Ce dernier est un
composé fluorescent qui marque les noyaux en s’intercalant entre les bases d’ADN.

Ainsi, dans une plaque de 96 puits noire a fond transparent (adaptée a la mesure de la
fluorescence) les cellules BV2 WT ou Acox1-/- (2*10* cellules/puits) sont ensemencé dans un
milieu DMEM sans rouge de phénol. Apres 7h de traitement avec (spinastérol ou schotténol) a
1 et 2,5uM et/ou avec LPS 1ug/ml le milieu de traitement est éliminé les cellules sont lavées
avec du PBS préalablement chauffée a 37°C. Ensuite 100ul de la sonde DHE (DHE;
(Molecular  Probes/Invitrogen)) est ajoutée a une concentration finale de 10uM. Apres
incubation de 70 min a 37°C a I’obscurité. La plaque est transféré dans le lecteur de microplaque
(Tecan Infinite Pro M200) avec (AEx Max= 518 nm ; AEm Max= 605 nm).

Les résultats ont été normalisés par rapport aux données obtenues lors de I’incubation
des cellules avec la sonde Hoechst (2ug/ml) réalisée sous les méme condition avec (AEx Max=

350 nm ; AEm Max= 461 nm). Enfin le ratio R a été calculé pour chaque condition avec

R (moyenne H2DCFDA — bruit de fond)
~ \ moyenne Hoechst — bruit de fond

3. Dosage du monoxyde d’azote

La production du NO dans les surnageants de culture des cellules de BV2 WT et Acox1-
/- a été estimée par dosage des produits de son oxydation en nitrites et nitrates par la méthode
de Griess. Le monoxyde d’azote (NO) est un biomédiateur synthétisé¢ par la famille des
NO synthases (NOS) composée de trois isoenzymes. Ces enzymes catalysent I’oxydation
de L’arginine en N-hydroxyarginine, puis de celle-ci en NO. Cette réaction d’oxydation méne
a la formation du NO™ qui ensuite réagit avec 1’enzyme pour former dans les conditions

aérobies une molécule de nitrite.

Apres 24h d'incubation des cellules avec différents les différentes traitements avec ou
sans stimulation au LPS (1pg/ml). Le surnageant (50pl) cellulaire a été récupéré et placé dans
une plaque a 96 puits, un volume de 50 pl de réactif de Griess (Sigma Aldrich) (1%
sulfanilamide, 0,1% naphtyl-éthyléne-diamine dans 5% H3PQOs) a été ajouté dans chaque puit,

aprés incubation pendant 30 min al'obscurité et a température ambiante I'absorbance a été
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évaluée a 540 nm. Pour la courbe d'étalonnage, une dilution en cascade de nitrite de sodium
(NaNOy) a été utilisée (0,39-0,78-1,56-3,12-6,25-12,5-25-50-100uM).

4. Détection de gouttelettes lipidiques intracellulaires par coloration

au rouge du Nil

Le Nile red une sonde fluorescente, le [9-diéthylamino-5H-benzo[a]phénoxazine-5-
one], soluble dans plusieurs solvants organiques, C'est un excellent colorant des lipides neutres
tels que les triglycérides ou les esters de cholestérol car il présente une couleur forte, il est
utilisé pour révéler l'accumulation intracellulaire de lipides neutres sous forme de gouttelettes
lipidiques.

En mode opératoire, apres 24h de traitement, les cellules de T.pyriformis ont été
collectées par centrifugation a 4000g pendant 10 min, lavées deux fois avec du PBS pour
éliminer les résidus de milieu de culture, puis fixees avec du formaldéhyde 3% pendant 30min.
Apres trois lavages avec du PBS, les cellules ont été incubées avec la sonde Nile red a une
concentration finale de 10 pg/ml pendant 30 minutes a température ambiante dans l'obscurité
(Dirichen et al., 2016a). Ensuite, les cellules ont été lavées dans du tampon PBS frais, puis
observées dans un microscope confocal a balayage laser (CLSM) Nikon C1. L'intensité de la
fluorescence verte dans chaque cellule a été quantifiée par le logiciel d'image J en utilisant des
cellules traitées comme ci-dessus mais en omettant le fluorophore comme contréle. La moyenne
et I'écart type ont été calculés cellule par cellule aprés mesure d'un minimum de trois images

contenant plusieurs cellules, correspondant a trois expériences indépendantes.

1. Préparation de I’homogénat cellulaire de Tetrahymena pyriformis

Les cellules de T. pyriformis ont été colléctées par centrifugation a 4000 g pendant 10
min a 4°C, puis lavées avant d'étre mises en suspension dans 1 ml de tampon phosphate (50
mM, pH 7,4). Le mélange a été homogénéisé a I'aide d'un ultraturax pendant 20 min a 4°C suivi
d'une sonication de I'échantillon (80W, 60 s). L'homogénat a ensuite été centrifugé a 4000g

pendant 10 min a 4°C. Le surnageant obtenu représente I'extrait protéique brut.

2. Préparation des homogénats de tissus :

Les homogénats ont été préparés a partir des foies et des cerveaux des souris en ajoutant

a 10 % (p/v) pour les foies et 4 % (p/v) pour le cerveau du tampon phosphate de potassium
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(0,05M ; pH 7,4) aprés une homogénéisation a 1’aide d'un homogénéisateur potter Elvehjm (
Dominique Dutscher, 1ssy-les-Moulineaux, France). Le tout a été centrifugé 10 min a 3000 g a
4°C les surnageants considérés comme aliquotes ont été conservés a -20°C, leur teneur en
protéines a été mesurée en utilisant comme standard le sérum albumine bovine, selon la
méthode décrite par Lowry (LOWRY et al., 1951a).

3. Dosage des protéines
La détermination de la concentration totale des homogénats en protéines a été performé

en utilisant le kit BCA (Sigma  Aldrich). C’est une méthode qui permet la détection
colorimétrique et la quantification des protéines. Elle est considéré comme une méthode
alternative de la méthode Lowry. Dans cette réaction le Cu2+ et réduit en Cu par le complexe
proteine-Cu2+ dans des conditions alcalines, le produit de la réaction de couleur violette de cet
essai est formé par la chélation de deux molécules de BCA avec un ion cuivreux. Ce complexe

soluble dans I’eau présente une forte absorbance a 562 nm.

Dans un premier temps on prépare un mix constitué de BCA et Cu2+ (50/1)
respectivement, le dosage est effectué¢ en plaque 96 puits, dans chaque puis on met 2,5 pL
d’échantillon (homogénat de tissus ou lysat cellulaire) auxquels 22,5 puL d’eau distillée et
200ul du mix BCA/ Cu2+ sont ajoutés. En paralléle une gamme d’étalonnage allant de 0 a
25 ug est préparé avec du sérum albumine bovine (BSA) (Img/ml). La plaque ensuite est
incubée pendant 30 minutes a 37°C puis I’absorbance est lue a 562 nm sur un spectrophotometre

(MRX Revelation, Dynex).

1. Dosage de la catalase

La catalase est une enzyme tétramérique dont chaque unité porte une molécule d’héme
et une molécule de NADPH. Elle catalyse la réaction de dismutation du peroxyde d’hydrogéne

en eau et en oxygéne selon la réaction suivante :

2H,0, __ Sat__ 0.+ 2H.0

L’activité de la catalase est mesurée par le suivie de la cinétique de disparition du H20-
dégradé par 'enzyme a 240nm. Le dosage est réalisé dans une plaque de 96 puits spécifique

UV. La réaction se fait dans un volume totale de 200ul contenant du Tris-HCI (1M ; pH 7) et
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du H202 a (20 mM) et 10ul de ’extrait protéique. La réaction est suivie pendant 2 minutes pour
40 cycles avec un intervalle de 3 secondes chacun dans un spectrophotometre (Fluorimetre/
luminométre Infinite M200 pro, TECAN). L’activité spécifique de la catalase est exprimé en

unité de d’H202 consommé par minutes par milligramme de protéine.

2. Dosage de ’activité enzymatique de la catalase par la méthode au

KMnO4

Cette technique est une méthode indirecte pour le dosage de I’activité de la catalase, elle
consiste a ajouter dans le milieu réactionnel contenant I’extrait biologique un exces de peroxyde
d'hydrogene. Ensuite la réaction est stoppée par acidification au bout d'un temps donné et une
forte concentration de permanganate de potassium est ensuite ajoutée dans le meélange
réactionnel. Le permanganate réagit avec le peroxyde d’hydrogene qui n'a pas été dégradé par
I’enzyme et la quantité de permanganate de potassium qui n'a pas réagi avec le H.O> est mesuréee
par spectrophotométrie a 480 nm. L'activité de la catalase est inversement proportionnelle a la
quantité de permanganate de potassium encore présente dans le milieu réactionnel (Ni et al.,
2002).

La réaction a été effectuée dans un volume totale de 200 pl, Pour cela 30uL d’une
solution de H202 (7,3 mM) fraichement préparée est ajoutée alOul de I’extrait cellulaire le tout
est incubé pendant trois minutes. Ensuite la réaction est arrétée par ’ajout de 20 ul d’acide
sulfurique 6N. Ainsi 140ul de KMnO4 a (2mM) est ajoutée. La réaction est suivie a 480nm
dans un spectrophotomeétre (Fluorimetre - luminométre Infinite M 200 pro TECAN). Enfin,
I’activité spécifique de la catalase est exprimée en unité¢ d’H202 consommeées par minutes par

milligramme de protéine.

3. Dosage de I’activité de la superoxyde dismutase

La superoxyde dismutase est une enzyme qui catalyse la dismutation des anions

superoxydes (O2) en l'oxygeéne et en peroxyde d’hydrogene selon la réaction suivante :

20, +2H* _SOD , 0.+ H.0:

L’activité de la superoxyde dismutase a été déterminé selon la méthode décrite par
(Beyer and Fridovich, 1987) une méthode spectrophotométrique basée sur la réduction du nitro

bleu de tétrazolium (NBT) en bleu de formazan stable . Ainsi, les solutions suivantes ont été
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melangées Tampon phosphate (50 mM), le triton x-100 (0,025 %), le chlorure de nitro bleu
tétrazolium NBT (75 mM), EDTA (0,1 mM ; pH 8), L-méthionine (12 mM), avec 20ul de
I’aliquote d'enzyme. Enfin 2 puM de la riboflavine ont été ajoutés pour initier la réaction
I'absorbance a été lu a 560 nm. Une unité d’activité de SOD est définie comme la quantité

d’enzyme nécessaire pour inhiber de 50 % la réduction de NBT.

4. Dosage de I’activité de la glutathion peroxydase

L’activité de la GPX a été mésurée en suivant le protocole de (Flohe and Gunzler,
1984a) . La GPX dans cette réaction catalyse 1’oxydation du glutathion par I’hydropéroxyde
de cumene. En présence du glutathion réductase et de la NADPH, le glutathion oxydé est
immédiatement converti sous une forme réduite avec oxydation concomitante de NADPH en

NADP+. La diminution d’absorbance qui en résulte est mesurée a 340 nm.

2GSH + H,0- ,CPX  GS-SG + 2H.0

2GSH + R-0O0H GS-SG + R-OH +H20

A cet égard, un mix réactionnel contenant 0,3 ml de tampon phosphate de potassium
(0,1M ; pH 7,0), 0,2 ml de GSH (glutathion réduit) (2 mM), 0,1 ml de H202 et 0,1 ml de sodium
azide(1 mM) a été prépare, sur lequel on rajoute 0,3 ml de I'échantillon le mélange a été incubé
pendant 15 min a 37°C, puis 0,5 ml de TCA (5%) a été ajouté pour arréter la réaction suivi
d'une centrifugation pendant 5 min a 1500g. Ensuite, 0,1 ml du surnageant a été collecté et
ajouté a 0,2 ml de tampon phosphate (50mM) et 0,7 ml de DTNB (0,4 mg/ml). L'absorbance a
¢té mesurée a 420 nm. Dactivité a été exprimée en unit¢ de GSH/min/mg de protéine (une

gamme GSH a été réalisée dans les mémes conditions).

5. Dosage de Iactivité de ACOX1

L’activité de I’enzyme ACOXI1 a été déterminée par la méthode fluorimétrique décrite
par (Brocard et al., 1993). C’est une méthode basée sur le mesure de la fluorescence émise a
420 nm par un composé fluorescent excité a 310 nm. Ce composé qui provient de la
réaction, catalysée par la peroxydase, entre une molécule d’H202 produite lors de la réaction
catalysée par I’ACOXI1 et deux molécules d’acide homovanillique. C’est une méthode sensible

permettant la mesure de 1’activité de I’ACOX1 indirectement.

En premier lieu, une gamme étalon de peroxyde d’hydrogéne allant de 0 uM a 5 uM a
été rélisée en préparant un milieu réactionnel composé de tampon Tris (55 mM ; pH 8,3) ,

d’acide homovanillique (27mM) et de peroxydase HRP (Img/ml) . La réaction est
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déclenchée par I’addition des solutions d’H202 de concentrations connues. Le volume
réactionnel final est de 200 pl. Ensuite, la mesure de I’activit¢ ACOX1 a été réalisée en utilisant
le méme milieu réactionnel que précédemment dans lequel est ajouté du palmitoyl-CoA
(50uM) (substrat de I’ACOX1). La réaction est déclenchéepar 1’addition de 10ul de I’extrait
cellulaire. La cinétique d’apparition de la fluorescence est mesurée a 420 nm toute les 30
secondes durant 120 cycles (cinétique de 60 minutes) grace a un fluorimétre a plaques
(Fluorimetre/ luminométre Infinite M200 pro, TECAN) thermostaté a 30°C. La vitesse initiale
de la réaction a été déterminée a partir des courbes cinétiques et le calcul de I’activité spécifique

de ’ACOXI1 est exprimé en unité de H202 consommé par minute par milligramme de protéine.

1. Evaluation du taux du Glutathion réduit

Le dosage du glutathion reduit a éte effectué selon la méthode décrite par Ellman
(Ellman, 1959a). C’est une méthode basée sur 1’évaluation de la réduction du réactif d’Ellman
DTNB (5,5"-dithio-bis(2-nitrobenzoique)) par les groupes thiols (SH) pour former I’acide 2-
nitro-5- mercapto-benzoique, ce dernier est caractérisé par une coloration jaune intense, ce qui

permet sa quantification par spectrophotométrie a 412 nm.

Ainsi, un volume de 400ul de I’extrait protéique a été mélangé avec 200 pL de l'acide
trichloracétique TCA (5%) apres centrifugation a a 12000g pendant 10 min le surnageant a été
ajouté a du tampon phosphate (50 mM, pH 8) et du DTNB (6 mM). Ensuite aprés 5 min
I'absorbance a été lue a 412 nm contre un blanc contenant les mémes reactifs. Les concentrations

de GSH ont été calculées en utilisant une courbe de glutathion utilisé comme standard.

2. Evaluation du taux de MDA

La réaction de dosage du malondialdéhyde (MDA), repose sur la formation en
milieu acide et a chaud entre le MDA et deux molécules d'acide thiobarbiturique
(TBA), d'un pigment absorbant a 532 nm, extractible par le butanol (Ohkawa et al., 1979a).
La réaction colorée mesure non seulement le MDA préexistant mais aussi le MDA formé par
décomposition thermique des peroxydes et des MDA générés au cours de la réaction (Favier,
1997).

La peroxydation lipidique a été mesurée dans un mélange réactionnel contenant 0,5 ml
de I'hnomogénat, 0,5 ml de l'acide trichloracétique (TCA, 20 %) et 1ml de I'acide thiobarbiturique
(TBA, 0,67 %) le mélange a été chauffé a 100°C pendant 15 min. Aprés refroidissement, le
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MDA a été extrait avec du n-butanol, une centrifugation a 3000 g pendant 15 min a été effectuée
et l'absorbance de la couche organique a été mesurée a 532 nm.

Western Blot

1. Extraction des protéines a partir des foies et des cerveaux

Les homogénats obtenus a partir des foies et des cerveaux de souris ont été préparés en
ajoutant a 10% (w/v) pour les foies et 4% (w/v) pour les cerveaux du tampon RIPA (Tris 1M,
NaCl 150 mM, NP-40 a 1%, SDS 0,1%, désoxycholate de sodium 1%) les tissus ont été broyés
a l'aide d'un homogénéisateur potter Elvehjm (Dominique Dutscher, Issy-les-Moulineaux,
France). Les homogeénats ont été centrifugés 10 min a 3000 g a 4°C et les surnageants ont été
récupérés, leur teneur en protéines a été déterminée a laide de la solution d'acide

bicinchoninique (Sigma-Aldrich).

2. Extraction des protéines a partir des cellules BV2 WT et Acox1

L'extraction des protéines a été réalisée a partir des cellules BV2 WT et Acox1-/- afin
d'obtenir un lysat cellulaire contenant les protéines membranaires ainsi que les protéines
solubles intracellulaire. la solubilisation des protéines et réaliser en utilisant un tampon de lyse

contenant un détergent le Triton X-100.

les cellules BV2 étant semi adhérentes, le milieu de culture et récupérer. D'une part les
cellules adhérentes sont décrochées de la boite de culture en incubant les cellules avec 1ml de
solution d’EDTA 2 mM dans du PBS pendant 10 min a température ambiante. d'autre part les
cellules flottantes sont récupéréees on centrifugeant le milieu de culture a 200g pendant 5min.
Le culot cellulaire est ajouté a la suspension des cellules adhérentes. Les cellules sont ensuite
centrifugées 5 min a 300G a température ambiante et lavées 3 fois au PBS afin d'éliminer toute
trace de milieu contenant les protéines du sérum et les protéines secrétées. le culot contenant
les cellules est solubilisé avec 200ul de solution de lyse composé de tampon Tris a 50mM,
NaCL a 150mM, Triton X-100 a 1% auquel sont ajoutés des inhibiteurs de protéases PMSF a
1IMm (« Fluorure de phénylméthylsulfonyl » inhibiteur de protéase a sérine) et un mélange
commercial d’inhibiteurs (« complet inhibitor cocktail » Roche Diagnostics). Les cellules sont
alors | alors lysées et les protéines solubilisées grace a une incubation a 4 °C pendant 20 a 30

min. Afin d'éliminer les gros débris cellulaire non solubilisés. Les cellules sont centrifugées 10
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min a 10000g a 4 °C le surnageant contenant les protéines est ensuite récupéré et utiliser
directement ou stocké a - 20° C.

Cinquante microgrammes de protéines ont été dilués dans du tampon de charge (125
mmol/L Tris/HCI, pH 6,8, 4,6 % (w/v) SDS, 20 % (v/v) glycérol, 10 % (w/v) mercaptoéthanol
et 0,003 % (p/v) bleu de bromophénol) et chauffé a 100°C pendant 5 min. Les protéines sont en
premier lieu concentré dans un gel de concentration a 4% composé de (Tris HCI 125 mM, SDS
0,1%, acrylamide/bisacrylamide 4%, pH 6,8) et migré pendant 15min a 75V, puis séparés a
150V dans le gel de séparation (Tris HCI 375 mM, pH 8,8, SDS 0,1%, acrylamide/
bisacrylamide 8 a 14%) d’épaisseur de 1 a 1,5 mm dans un systéme d’électrophorese
MiniPROTEAN (BioRad). Le gel de séparation peut étre de 8 a 14%
d’acrylamide/bisacrylamide (rapport:37,5/1) selon le poids moléculaire de la protéine cible. les
proteine séparés sont ensuite transféré sur une membrane PVDF activée pendant 1min dans du
méthanol. La séparation s’effectue en milieu liquide dans un tampon de transfert
Tris/glycine/acide borique sous I’action d’un champ électrique de 100V pendant une heure et

demi.

Aprés avoir bloqué les sites de liaison non spécifiques avec du lait écrémé a 5 % dans
du BST-T (10 mM de Tris-HCI, 150 mM de NaCl, 0,1 % de Tween 20, pH 8) pendant 1 h a
température ambiante, la membrane est incubée pendant une nuit avec l'anticorps primaire
préparé dans du (BST-Tween 20 avec 1 a 5 % de lait) a 4° sous agitation. L’ anticorps dirigé
contre ABCD1 était un anticorps préparé au laboratoire (sérum #029) anticorps polyclonal
utilisé au 1/2000, Anti-ABCD2 provenaient d'Abcam (ab 102948) utilisé au 1/1000. Apres trois
lavages de 10 min avec du PBS-Tween 20, les membranes ont été incubées pendant 1 h a
température ambiante avec un anticorps secondaire de chévre anti-lapin conjugué a la
peroxydase de raifort (Cell Signaling, ref : #7074S). L'Anti-catalase (AF3398) provenait de
R&D Systems (Minneapolis, MN, USA), et utilisé a une concentration finale de 1/400. Apres
trois lavages de 10 min avec du PBS, les membranes ont été incubées avec un anticorps
secondaire anti-chévre a une dilution de 1:5000 (PBS-Tween avec 3% de lait écrémé) pendant

1 h a température ambiante et lavées trois fois dans du PBS-T pendant 10 min. Toustes les
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membranes ont été incubées avec un anticorps dirigé contre la -actine (anticorps monoclonal
de souris ; ref : A2228 ; Sigma-Aldrich) utilisé & une concentration finale de 1/10.000. Les
autoradiographies des immunoblots ont été réalisées a l'aide d'un Kit de détection amélioré par
chimiluminescence (Supersignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate, Thermo-
Scientific) et Chemidoc XRS+ (Bio-Rad, Marnes la Coquette, France) elles ont été quantifiées
avec le logiciel Image Lab (Bio-Rad) .

RT QPCR

Pour extraire L’ARN des cellule BV2 WT et Acox1-/- les cellules ont été collecté par
trypsination aprés deux lavages au PBS et centrifugation a 300g pendant 5min les culot
cellulaires sont désormais préts pour 1’extraction de I’ARN avec le kit RNeasy Mini (Qiagen).
De méme, L'ARN total des tissus du cerveau et du foie a été extrait et purifié a l'aide du kit
RNeasy Mini (Qiagen) en suivant les instructions du fabricant, vu la richesse du cerveau en
lipides une étape supplémentaire d’extraction avec le Trizol-chloroforme a été appliqué en
premier lieu. Des échantillon de tissu de foie (environ 30mg) et du cerveau des souris est pesé
trés précisément. L’échantillon du cerveau a été mélangé avec 1ml de Trizol aprés broyage
200ul de chloroforme ont été rajoutés le mélange est vortexé vigoureusement, apres incubation
pendant 15min le tout est centrifugé a 12000g pendant 15min a 4°C, le surnageant contenant
I’ARN est récupéré . Le foie a été broyé dans des tubes Eppendorf de 2ml contenant 600pl de
tampon de lyse RLT le tampon de lyse est ajouté aussi directement sur les cellules (adapté
en fonction du nombre de cellules). Apres centrifugation a 12000g pendant 3 minutes a
4°C. La phase supérieure qui correspond a la phase aqueuse contenant les ARN a été
récupérée ( Le reste des étapes est identique pour les deux tissus et pour les deux lignées
cellulaire ). Ensuite sur les surnageants récupérés un volume d’éthanol a 70% est ajouté et le
mélange est homogénéisé. Le mélange est alors passé sur une colonne RNeasy spin placée dans
un tube de 2 ml puis centrifugé 30 secondes a 8000g. Ensuite un lavage de la colonne est
effectué avec 700ul de tampon RW1 aprés une centrifugation pendant 15 sec a 8000g, 500ul
du tampon RPE est ajoutée sur la colonne, une centrifugation est performée pendant 15 sec a
8000g et a nouveau 500ul du tampon RPE est rajouté sur la colonne, aprés une centrifugation
de 2 min a 8000g la colonne est placé dans un nouveau tube Eppendorf de 1,5ml et un volume

de 30 uL d’eau ultra-pure (RNAse free) est ajouté dans la colonne puis une centrifugation d’une
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minute a 8000 g est performée afin de récupérer les ARN totaux. Les ARN peuvent alors étre
conservés a -80°C.

Afin de contréler la qualité des ARN extraits et avant la passage a la transcription en
cDNA. Les ARN totaux sont dosés par spectrophotométrie. En effet 2 uL. d’échantillons sont
placés sur le lecteur du dispositif TrayCell (Hellma) et la densité optique (DO) est lue & 260 nm
et 280 nm par le spectrophotométre (UV-1800, Shimadzu). La pureté des acides nucléiques a
éte controlée en mesurant le rapport de I'absorbance 260 nm/280 nm qui était compris entre 1,8
et 2,2. La valeur de I’absorbance des ARN totaux a 260 nm permet de calculer la concentration

en ARN de I’échantillon avec le logiciel UVProbe (Shimadzu).

La transcription inverse permet la synthése d'un d'ADN complémentaire (ADNCc)
monobrin a partir d'une matrice ARN grace a une reverse-transcriptase. Le principe repose sur
I’utilisation d’oligo-dT qui se lient aux ARN et servent d’amorces pour une ADN
polymérase ARN-dépendante. En présence de désoxyribonucléotides triphosphate (dNTP),
Ainsi, il y a ¢élongation des amorces et synthése d’ADNc représentatifs de I’ensemble des
ARN. La réaction de transcription inverse a eté réalisée en utilisant le Kit iScript cDNA
Synthesis Kit (BioRad). Dans un premier temps, Les ont été tous ajustés a la méme
concentration de 0.2ug/ul dans un volume totale de 30 uL d’eau ultra pure. Dans chaque tube
on met Sul d’ARN a 0.2ug/ul (équivalent de 1 pg d’ARN), 4 uLL de 5X iScript react mix, 10
uL d’eau ultra pure etl pL de iScript RT rahouté a la fin, le volume final est de 20 pL. Ensuite,
les échantillons sont chauffés 5 minutes a 25°C puis 1 heure a 42°C (température de réaction
de la RT) et 5 minutes a 95°C (destruction de I’enzyme). Les ARN sont alors rétro-transcrits en

ADNC et peuvent étre stockes a -20°C jusqu’a utilisation.

Les cDNA obtenues par la transcriptions inverses font un volume final de 20 pl auquel
on rajoute 80 pl de DNA Free water pour obtenir un volume final de 100 ul. A partir de ces
échantillons, une gamme de dilution a été réalisée pour servir de standard pour chaque réaction
de qPCR et donc pour chaque gene étudi¢. Un volume de 25 pl de chacun des échantillons est
prélevé et mélangé Un volume de 25 pL de dans un méme tube afin de réaliser une gamme de
dilutions en cascades (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64) qui servira de gamme standard. Un
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nouveau volume de 225 pL d’eau est ensuite ajouté aux 75 restants pour obtenir un volume
final d’échantillon de 300 pL Cette gamme permet de mesurer I’efficacité de I’amplification de
chaque géne sur la plaque de qPCR. En effet,pour une efficacité de 100%, il y aura un cycle

d’amplification d’écart entre chaque point de la gamme.

la PCR quantitative permet quantifier le niveau d’expression d’un géne donné en
amplifiant les ADNc issus des ARNm par une réaction de PCR qui implique la quantification
du signal fluorescence émis par un fluorophore qui s’intercale entre les brins de I’ADN
néosynthétisé. Le fluorophore utilisé au cours de cette réaction est le SYBR® Green
(PCRArray-Qiagen). Les amorces utilisées pour chacun des génes amplifiés ont été
choisies grace a la base de donnees PrimerBanK (Harvard Medical School). Le géne de
ménage utilisé code la phosphoprotéine ribosomale acide PO (36B4). Pour realiser la réaction
de qPCR, un mélange réactionnel est prépare dans chaque puits. Le mélange est composé de
7,5 ul de MESA GREEN qPCR MasterMix Plus (Eurogentec), ,04 ul d’amorce sens (100 uM),
0,04 ul d’amorce anti-sens (100 uM), 3,5 pl de ADNC le tout est ajusté a un volume final de
15 pl avec de I’eau RNase free la concentration finale des amorces est de 300nM ils permettent
d’obtenir des amplicons d’une taille entre 100 et 200 paires de bases.
La qPCR est effectué¢ sur I’appareil StepOne Plus de (Life Science Technologies) avec le
programme suivant : 20 secondes a 90°C pour activer la Taq polymérase, 40 cycles de 3
secondes a 95°C puis 30 secondes a 60°C et enfin un cycle passant de 60°C a 95°C pour faire
une courbe de fusion. Pour chaque transcrit, I'efficacité d'amplification a été déterminée par la
pente de la courbe standard générée a partir de dilutions en série doubles d’ADNCc. L'expression
génique a été quantifiée a l'aide des valeurs de seuil de cycle (Ct) et normalisée par le géne de
référence 36B4. L'expression quantitative des génes a été déterminée en calculant 22 avec
ACt = (Ct du gene étudié¢) — (Ct du géne 36B4).

Aprés un traitement de 24 heures, les cellules ont été collectées par centrifugation a
4000g pendant 10 min a 4°C et lavées deux fois avec du tampon HEPES (sigma ,Aldrich) , puis
fixées avec 4% (p/v) de paraformaldéhyde et 0,2% (v/v) de glutaraldéhyde dilué dans le tampon
HEPES avant d'étre incluses dans l'agarose (6%). Aprés, les cellules ont été remises en
suspension dans du tampon Cacodylate (0,03 M, pH 7,2) dans la glace et lavées trois fois 30

min chacune. Les échantillons ont été déshydratés dans une série d'éthanol et inclus dans de la

80



résine Unicryl a -20°C a l'aide de lumiere ultraviolette. Des coupes semi-fines ont été obtenues
avec un microtome Reichert-Jung Ultracut E en utilisant un couteau en verre. Les coupes ont
été placées sur des lames revétues de Biobond et utilisées pour I'immunolocalisation de GPX
(glutathion peroxydase) SOD et catalase. La permiabilisation des cellules a été réalisée en
incubant les cellules avec du PBS-Triton X 100 (0,1%), puis les lames ont été lavées avec du
PBS trois fois 5 min chacune. Ensuite, les lames ont été incubées avec 1 % de BSA, 22,52
mg/mL de glycine dans du PBST (PBS + 0,1 % de Tween 20) pendant 30 minutes pour bloquer
la liaison non spécifique des anticorps. Les lames ont ensuite été incubées avec l'un des
anticorps suivants : solution d'anticorps primaire de lapin anti-GPX (Agrisera) (dilution 1:1500
dans le tampon de blocage), solution d'anticorps primaire de lapin anti-SOD (Agrisera) (dilution
1:1000 dans le tampon de blocage) , solution danticorps primaire de lapin anti-catalase
(Agrisera) (dilution 1:1000 dans du tampon de blocage) en chambre humidifiée pendant 1 h a
température ambiante ou une nuit a 4°C. Les lames ont éte lavées trois fois dans du PBS pendant
5 min. L'anticorps secondaire (solution 1:1000 d'anticorps 1gG anti-lapin de chévre conjugue a
DyLight 488) (Agrisera) a été ajouté dans 1% BSA pendant 1h a température ambiante dans
l'obscurite et lavé trois fois avec du PBS pendant 5 min. Les lames ont été observées dans un
microscope confocal a balayage laser (CLSM) Nikon C1 utilisant une source laser Ar-488). Les
coupes témoins négatives ont été traitées comme ci-dessus mais en utilisant du sérum pré-

immun de lapin normal au lieu des différents anticorps.
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Article 1 : Effet modulateur de I'huile d'argan sur le
stress oxydatif et nitrosatif induit chez Tetrahymena
pyriformis

Introduction

Dans ce premier chapitre nous avons en premier lieu réalisé une étude phytochimique
sur ’huile d’argan comparé avec 1’huile d’olive. En second lieu nous avons évalué ’effet de
I’huile d’argan et ’huile d’olive sur le stress oxydatif et le stress nitrosatif, induit chez

Tetrahymena pyriformis.

Le screening phytochimique réalisé sur I’huile d’argan et I’huile d’olive avait pour but
la détermination de leurs teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides. Ensuite I’évaluation
de leurs effets antioxydants et leurs pouvoir de piégeage de radicaux libre par les tests
chimiques ( DPPH, FRAP et ABTS). Dans la deuxiéme partie nous avons ¢évalu¢ [I’effet
potentiel antioxydant de ’huile d’argan et ’huile d’olive cette fois-Ci in-vitro sur un modéle
unicellulaire, Tetrahymena pyriformis, ce protozoaire est largement utilisé comme organismes
modeles dans la recherche biomédicale depuis des décennies pour ses nombreux avantages, en
particulier sa capacité a se développer dans un milieu simple et également un temps de

génération court d'environ 2 heures (Cassidy-hanley, 2013).

On outre, T. pyriformis a été traité par le peroxyde d’hydrogéne (H20.), et le
niroprusside de sodium (SNP) afin d’induire le stress oxydatif et le stress nitrosatif
respectivement. Avant de procéder aux différents traitement , il était indispensable d’évaluer
I’effet des différents agents et les deux huiles sur la viabilité cellulaire pour cela le test MTT a
été performé. Les résultats de ce test nous ont permis de déterminé les IC50 du H2O; et le SNP
, et les concentration non toxique de I’HA et ’HO. Les concentrations déterminé a 1’issu du test

MTT ont été utilisé dans le reste des expériences.

Ensuite les niveaux de production des ERO essentiellement la production d’anions
superoxydes et du peroxyde d’hydrogene, ont été évalué en utilisant la sonde H.-DCFDA, une
sonde capable de franchir les membranes cellulaires, utilisé souvent pour la détection des ERO
produite dans le milieu intracellulaire. Ainsi le rouge de Nil, 9-diéthylamino-5H-

benzo[a]phénoxazine-5-one (Nile Red) , a été utilisé comme colorant vital pour la détection de
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gouttelettes lipidiques intracellulaires par microscopie a fluorescence. De plus le taux du MDA
a été mesuré, Le MDA est I'un des produits secondaires les plus connus de la peroxydation
lipidique, il est utilisé comme marqueur de lésion des membranes cellulaires .Ainsi le taux du
GSH a été estimé, le GSH est I'antioxydant hydrophile le plus important qui protége les cellules
contre les toxines exogeénes et endogénes, y compris les espéces réactives de I'oxygene (ROS)
et de l'azote (RNS) (Marijke et al., 2012).

Enfin D’activité antioxydante de la catalase, la SOD et la GPX a ¢ét¢ mesuré par
spectrophotométrie ainsi que leur immuno-localisation. par microscopie a fluorescence ces
enzymes constitue la premiere ligne de défense contre la perturbation de la balance pro-
antioxydant, en effet ils constituent la clé de la stratégie de défense cellulaire contre le processus
d'oxydation.
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ABSTRACT

Extracted from the fruits of the Moroccan endemic species argan [Argania spinosa (L.)
Skeels], Virgin Argan Oil (VAO) is known for its richness in polyunsaturated fatty acids and
its unique composition in tocopherols conferring to this liquid gold a panoply of

pharmacological properties, which have been documented in several studies.
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The aim of this study was to investigate the potential protective effect of VAO against
oxidative and nitrosative stress induced in cells of the model species Tetrahymena pyriformis.
As a comparison, well-known Virgin Olive Oil was used instead. Both oils were subjected to
a preliminary analysis of phytochemicals and properties of interest.

Oxidative stress in T. pyriformis cells was induced by hydrogen peroxide (H.O>) at
350uM, whereas sodium nitroprusside (SNP) nitrosative stress was induced using a 1mM
concentration. The level of reactive oxygen species (ROS) was evaluated in the cell cultures by
using H2-DCFDA dye. The activity and cell localization of the antioxidant enzymes catalase
(CAT), superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GPX) was evaluated as well
as the levels of glutathione (GSH) and the malondialdehyde (MDA) generated after lipid
peroxidation. Finally, the presence and localization of intracellular lipid droplets was assessed

by using Nile red.

The treatment of cultures with H20, produced significant increases in the activity of
CAT, SOD and GPX and in the level of GSH. However, SNP treatment determined a significant
decrease in the activity of the antioxidant enzymes. MDA level was increased by both the
treatments. VAO and VOO treatment were found to protect T. pyriformis from oxidative stress
and increased cells defense in nitrosative stress. In another hand VAO and VOO decreased
significantly MDA level increased by H>O- treatment and failed after SNP treatment. The
quantification of fluorescence signal obtained from immunolocalization of antioxidant enzymes
confirmed the results obtained after the evaluation of their activities. Interestingly the level of
ROS and the number of lipid droplets increased by H2O. treatment was significantly decreased
by VAO and VOO treatments.

VAO today represent a strong antioxidant, we suggest that this oil plays an important

role in protecting cells against oxidative stress.

Keywords:  Argania spinosa, Skeels (L.), Oxidative stress, Nitrosative stress,

Tetrahymena pyriformis.
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BACKGROUND

The argan tree [Argania spinosa (L.) Skeels] of the family Sapotaceae is an endemic
tree mainly located in the south-western region of Morocco, where the argan forest covers about
8000 km? (Charrouf and Guillaume, 2008a). From the fruit of this specie, berber women extract
what is one of the world’s most expensive vegetable oils. Edible argan oil is a cold-pressed oil
prepared from the roasted kernels contained in the argan fruits, whereas unroasted kernels are
used to prepare argan oil destined for cosmetics, which is used as moisturizing and to repair
various skin conditions, slow down the appearance of wrinkles and prevent hair loss (Boucetta
et al., 2014).

Chemical analysis of argan oil revealed a unique composition in terms of mono-
unsaturated and polyunsaturated fatty acids. Unsaturated fatty acids are the major component
(80%) of argan oil, principally oleic and linoleic acids (44.8% and 33.7%, respectively) (Cherki
et al., 2006). Unsaponifiable compounds represent a minor fraction of 1% of total oil
constituents only. They comprise tocopherols (a, B, 8, and especially y-tocopherol), phenols
(ferulic, syringic, and vanillic acids), sterols (schottenol and spinasterol), carotenoids, triterpene
alcohols, xanthophyls, and squalene (Khallouki et al., 2003a). These compounds are the reason
why argan oil is considered an important and powerful antioxidant source (Bakour et al., 2018;
Drissi et al., 2004a; Haimeur et al., 2013) and an inti-inflammatory agent (Kamal et al., 2019a;
H. Ben Menni et al., 2019). Moreover, argan oil exerts potential actions on risk factors for
cardiovascular diseases, such as hyperlipidemia, hypercholesterolemia, and hypertension
(Cherki et al., 2006; EI Abbassi et al., 2014). In his study, (Ursoniu and Serban, 2017) suggest
the efficacy of argan oil supplementation in lowering plasma concentrations of total cholesterol,
LDL and triglycerides as well as increasing HDL. Indeed, oleic acid is directly responsible for
the reduction of blood pressure, through regulation of membrane lipid structure (Teres et al.,
2008).

It is now clear that Reactive Oxygen Species (ROS) and Reactive Nitrogen Species
(RNS) contribute to the appearance and/or progression of several human diseases.
Oxidative/nitrosative stress can be defined as a disturbance in the pro-oxidant/antioxidant
balance in favor of the former, leading to potential damages (Sies, 1997). These damages are
not only the result of the elevation of the level of oxidation. They can also result from failure
of repair or neutralization systems (Liguori et al., 2018). ROS/RNS are products of normal
metabolic processes in all aerobic organisms, with mitochondria as the major responsible for

most of the reactive oxygen species via oxidative phosphorylation (Holzerova and Prokisch,
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2015). When ROS and RNS are present at certain physiological concentration, they play
important roles in cell signaling and maintenance of the functioning of the body. When
excessively produced, and because of their high reactivity with multiple macromolecules
(proteins, DNA, lipids, sugars...), ROS/RNS may lead to serious damage in the body. Cells
responses to oxidative/nitrosative stress range from prevention of cell division, senescence and
necrosis, to apoptosis (Tang et al., 2004). According to several studies (Kobayashi et al., 2005;
Xu et al., 2019; Zhang et al., 2020), the interactions between RNS and ROS promote the
apoptotic process by generating powerful oxidants. To cope with the oxidative and nitrosative
stress, cells had to develop defense strategies to maintain the intracellular redox homeostasis;
these strategies can be divided to two principal mechanisms: enzymatic and non-enzymatic
systems (Mironczuk-Chodakowska et al., 2018). The enzymatic systems involve superoxide
dismutase (SOD, considered as the primary defense of cells against the oxidative injury caused
by superoxide) (Younus, 2018), catalase and glutathione peroxidase, which hydrolyze H.O> to
H.O and O,. Non-enzymatic defenses include redox-active cellular low-molecular-mass
compounds such as glutathione (GSH), flavonoids, carotenoids, thiols and the radical-
scavenging vitamins E and C (Elsayed Azab et al., 2019). These antioxidants can be synthesized
in vivo or taken in from the diet (Kanarek et al., 2020). Thus, several edible oils have
demonstrated health-promoting properties due to their antioxidant capacity, which is transferred
to humans and animal systems through their intake. Such properties are highly remarkable, and
have been widely reported in the virgin olive oil (Covas et al., 2016; Sanchez-Rodriguez et al.,
2018, 2019).

In order to investigate the harmful effect of oxidative/nitrosative stress many type of
cells and animals have been used as models: mice (Hamilton et al., 2014; Navarro et al., 2021;
Yamauchi et al., 2017) rats (Devaraj et al., 2020; Samarghandian et al., 2016) and even humans
in clinical studies (Marrocco et al., 2017; Usharani et al., 2019)., Simple biological organisms
like the protozoa T. pyriformis have been extensively used as model organisms in biomedical
research for decades for its many advantages especially its ability to grow on simple media,
cost-effective laboratory handling and also short generation time of about 2 hours (Cassidy-
Hanley, n.d.) which has made of it a model of choice for in-vitro rapid bioassays. The purpose
of the present study was to investigate the potential beneficial effects of argan oil on preventing
damages caused by oxidative/nitrosative stress induced on T. pyriformis. For this purpose, olive

virgin oil (VOQ) was used in most experiments in a parallel way, as a comparison.
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MATERIALS AND METHODS

Preparation of oil extracts

Edible virgin argan oil (VAQ) and virgin olive oil (VOO) were provided by associations
in south Morocco, who used traditional processes for oils extraction.

The oils were exposed to methanol to separate the polar and non-polar fraction
following the method described by (Espin et al., 2000b). For this purpose, mixtures of
methanol:oil (1:1) were prepared and vigorously stirred 1 h and then centrifuged at 2500 g for
5 m in order to separate the two phases: the methanolic fraction (MF) and the lipidic fraction
(LF). Whole oils (total fraction: TF) were also used in the study to compare the different

fractions with the non-fractioned oils.

Determination of total phenolics content (TPC)

The content of phenolic compounds in the different extracts was estimated using the
Folin-Ciocalteu method according to (Osorio-Esquivel et al., 2011b). Briefly, 2.5 mL of Folin's
reagent (diluted 10 times) was added to 500 uL of the samples corresponding to the MFs, LFs
and TOs, and to the standards (prepared in methanol) with suitable dilutions, together with 2
mL of sodium carbonate (7.5%). After 15 minutes of incubation in a water bath at 45°C, the
absorbance was measured at 765 nm against a blank without extract. The quantification of total
polyphenols was calculated from the regression equation of the calibration range established
with gallic acid under the same conditions as the sample. The results were expressed in mg of

gallic acid equivalent per gram of dry weight of plant material (mg EAG / g of dry weight).

Determination of total flavonoids content (TFC)

The determination of total flavonoids was carried out by the colorimetric method of
aluminum chloride described by (Abbas et al., 2009). The concentration of flavonoids was
deduced from a calibration curve established with quercetin; results were expressed as
micrograms of quercetin equivalent per gram of dry weight of plant material (mgEQ/g of dry

weight).

Determinations of antioxidant capacity

DPPH radical scavenging assay
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In order to evaluate the anti-radical activity of the MFs, LFs fractions and TOs, the
method of 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical (DPPH¢) was used according to the protocol
described by (Huang et al., 2011b) Samples (0.3 mL) were mixed with a solution of 0.2 mM
DPPH in methanol (2.7 mL). The mixture was shaken vigorously and allowed to stand for 1 h
before the absorbance was measured at 517 nm. Radical-scavenging activity was calculated as
the following percentage: [(As-Ai)/As]*x100 (As = absorbance of DPPH alone, Ai = absorbance
of DPPH in the presence of MFs, LFs or TOs). A calibration curve generated using ascorbic
acid was used as the reference.

Ferric reducing antioxidant power (FRAP)

The ferric reducing ability was determined according to the method described by
(Oyaizu, 1986b). FRAP is based on the reduction at low pH of a colorless ferric complex (Fe3*-
tripyridyl-triazine) to a blue-colored ferrous complex (Fe?*-tripyridyl-triazine) by the
antioxidants. One milliliter of the MFs, LFs or TOs were mixed with 2.5 mL sodium phosphate
buffer (0.2 M, pH 6.6) and 2.5 mL of 1% potassium ferricyanide (KszFe(CN)g) solution. The
mixture was incubated at 50 °C for 20 m. Then, trichloroacetic acid (10%, 2.5 mL) was added
to the mixture. Afterwards, 2.5 mL of this solution was mixed with 2.5 mL distilled water and
0.5 mL of 0.1% FeCls, and the absorbance was followed at 700 nm. Ascorbic acid was used in
order to generate a calibration curve. Results were expressed as mg ascorbic acid equivalent

per gram of dry weight of plant material.

ABTS radical scavenging assay

The ABTS test was measured using the decolorization assay described by (RE, 1999b).
This method is based on the ability of antioxidant molecules to quench the stable bisradical
cation [2,2” -azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium] ABTS"". In this
study, the ABTS"" solution was prepared by reaction of a 7 mM aqueous ABTS"" solution and
2.45 mM potassium-persulfate solution. After storage in the dark for 16 h, the radical cation
solution was further diluted with 5 mM phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4) until the initial
absorbance value of 0.7 + 0.05 at 734 nm was reached. Then, 160 uL of ABTS-+ solution was
added to 40 pL of MFs, LFs fractions or TOs. Absorbance was measured at 734 nm after 10
min and ABTS radical scavenging activity (%) for each concentration relative to a blank

absorbance was calculated using the following equation:
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A control — A sample
ABTS (%) = A control x 100

Where A control represents the initial concentration of the ABTS ™ and A sample is the
absorbance of the remaining concentration of ABTS ™ in the presence of the sample. Trolox was

used as a positive control.

Cell culture

Ciliate Tetrahymena pyriformis, wild strain (E, ATCC 30005), was used in this study.
Tetrahymena pyriformis cells were aseptically cultured at 25 °C ina PPYG medium [1.5% (w/v)
peptone, 0.25% (w/v) yeast extract and 0.2% (w/v)] glucose supplemented with penicillin G
(100 U/mL) and streptomycin (100 pg/mL) to prevent bacterial growth in the culture medium.
Log-phase culture was used for the different experiments. The cells were used in a final
concentration of 1x10%cells/mL.

Cell treatments and viability assay

Cells were maintained in a PPYG medium supplemented with a panel of concentrations
of H.0> (50, 150, 250, 350, 450 and 550 pM) and sodium nitroprusside (SNP) (0.4, 0.6, 0.8,
1.0, 1.2 and 1.4 mM) in order to determine the 50% inhibitory concentrations (IC50). To
evaluate the protective effects of olive and argan oil against hydrogen peroxide- and SNP-
induced cytotoxicity, the cultures of T. pyriformis cells were supplemented with non-toxic
concentrations of each one of the oils dissolved in ethanol 0.15% at different concentrations
[0.25, 0.5, 0.75, 1.25 and 1.5% (v/v) oil in ethanol 0.15%]. Cells treated with ethanol only
(0.15%) were used as the control. To determine the adequate concentration of ethanol used as
the vehicle for oils (0.15%), prior experiments were carried out by adding ethanol at different
concentrations (0.1, 0.15, 0.3, 0.6, 1.2 and 2.4%] to the culture medium, and assessing cell

viability. All treatments were maintained for 24h.

In order to assess T. pyriformis viability, the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) test was performed according to the protocol described by
(Lizard et al., 1997). Cells were incubated with MTT at a final concentration of 0.05 mg/ml for
3 hours at 37 °C. Afterwards, the cell suspension was centrifuged at 4000 g for 5 min, the
supernatant was discarded and the formazan crystals in the pellet were dissolved by the addition

of 500 pL of DMSO. The optical densities were revealed by spectrophotometry at 540 nm. The
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viability of T. pyriformis cells was calculated as percentage compared to the control following
the formula: % Viability = (OD experiment/OD control) x 100%.

Localization and quantification of cellular ROS by Fluorescence Microscopy (FM).

After 24 hours of treatment, T. pyriformis cells were collected by centrifugation at 4000
g for 10 min then incubated with DCFH2-DA (2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate)
(Calbiochem) to a final concentration of 10uM prepared in MES (2- [N-morpholino]
ethanesulfonic acid)-KCI buffer (5 uM KCI, 50 uM CaClz, 10 mM MES, pH 6.15) for 30min
at 37 °C. Cells were subjected to a wash step in fresh buffer for 15 min, stained with Hoechst
dye and then imaged in a Nikon Eclipse Ti-U inverted microscope fitted with a CoolLed pl-
300"" epifluorescence excitation device, by using sequentially the ultraviolet and then the
blue ranges of excitation. Negative controls were treated with MES-KCI buffer only. The
intensity of the green fluorescence in each cell was quantified by image J software using cells
treated as above but omitting the fluorophore as the control. Both average and standard
deviation were calculated after measurement of a minimum of three images containing multiple

cells, corresponding to three independent experiments.

Detection of intracellular lipid droplets by Nile Red staining

Nile Red is a fluorescent probe used to reveal intracellular neutral lipid accumulation in
the form of lipid droplets. After 24h treatment, T. pyriformis cells were collected by
centrifugation at 4000 g for 10 min, washed twice with PBS to eliminate the culture medium
residues, and then fixed with 3% formaldehyde in PBS for 30 min. After three washes with PBS
cells were incubated with Nile red dye at a final concentration of 10 pg/ml for 30min at room
temperature in the dark (Durichen et al., 2016b). Afterwards, cells were washed in fresh buffer,
stained with Hoechst dye and imaged in a Nikon Eclipse Ti-U inverted microscope fitted with
a CoolLed pl-300""* epifluorescence excitation device, by using sequentially the ultraviolet
and then the green ranges of excitation. The intensity of the green fluorescence in each cell was
quantified by image J software using cells treated as above but omitting the fluorophore as the
control. Both average and standard deviation were calculated after measurement of a minimum

of three images containing multiple cells, corresponding to three independent experiments.

Preparation of cell extracts
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T. pyriformis cells were harvested by centrifugation at 4000 g for 10 min at 4 °C, and
then washed before been suspended in 1 mL of phosphate buffer (50 mM, pH 7.4). The mixture
was homogenized using an ULTRA TURRAX homogenizer (Sigma) for 20 min at 4°C
followed by sonication of the sample (80 W, 60s). The homogenate was then centrifuged at
4000 g for 10 min at 4 °C. The supernatant obtained represents the crude protein extract.

Protein assay
The protein content was measured according to the method described by (LOWRY et
al., 1951Db) using bovine serum albumin as standard.

Total superoxide dismutase (SOD) activity measurement

The activity of SOD was quantified according to the method of (Paoletti et al., 1986).
This method involves the inhibition of the photochemical reduction of nitroblue tetrazolium
(NBT) in the presence of riboflavin. One unit of SOD activity is defined as the amount of
enzyme required to inhibit NBT reduction by 50%. Briefly, 3 mL of the reaction mixture
contained 50 mM sodium phosphate (pH 7.8), 13 mM methionine, 75 mM NBT, 2 mM
riboflavin, 100 mM EDTA, and 200 mL of the enzyme extract. The change in absorbance of

the sample was then recorded at 560 nm after the production of blue formazan.

Catalase (CAT) activity measurement

Catalase activity was determined by measuring the kinetics of H2O; disappearance at
240 nm according to the method described by (Aebi, 1984). In a 3 mL quartz tank, 0.05 mL of
the homogenate was added to 1.95 mL of 50 mM phosphate buffer and 1 mL of HO, (0.019
M). The optical density was followed at 240 nm. The catalase activity was expressed as

pmol/min/mg of protein.

Glutathione peroxidase (GPX) activity measurement

The activity of glutathione peroxidase (GPX) was determined using the method of
(Flohe and Gunzler, 1984b). Briefly, 1 mL of the homogenate, 0.2 mL of phosphate buffer (0.1
M pH 7.4), 0.2 mL of GSH (4 mM) and 0.4 mL of H20. (5 mM) was incubated at 37°C for 1
min and the reaction stopped by the addition of 0.5 mL TCA (5%, w/v). After centrifugation at
15009 for 5 min, aliquot (0.2 mL) from supernatant was mixed with 0.5 mL of phosphate buffer
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(0.1 M pH 7.4) and 0.5 mL DTNB (10 mM) and absorbance recorded at 412 nm. GPx activity
was expressed as umol of GSH consumed/min/mg protein.

Determination of the level of glutathione (GSH)

Glutathione level was evaluated based on the method described by (Ellman, 1959b).
The reaction mixture contained 200uL of TCA (5%) and 400 uL of the protein extract. After
centrifugation at 12,000 g for 10 minutes, 50 uL of the supernatant was removed and added to
100 uL of DTNB (6 mM) and to 850uL phosphate buffer (50 mM, pH 8). The optical density
was measured after 5 minutes at 412 nm. Results of glutathione assay were expressed as
pmol/mg of protein.

Lipid peroxidation measurement

Lipid peroxidation was determined by the measurement of malondialdehyde (MDA)
generated by the thiobarbituric acid (TBA) reaction as described by (Ohkawa et al., 1979b). For
analysis, 0.5 ml of the homogenate was mixed with 0.5 ml of trichloroacetic acid (TCA, 20%)
and 1 ml of thiobarbituric acid (TBA, 0.67%), and heated at 100 °C for 15 minutes. After
cooling the mixture, 4 ml of n-butanol was added and a centrifugation at 3000 g for 15 minutes
was performed. The absorbance of the upper phase containing the pink pigment was read at 532
nm. MDA levels were determined by using an extinction coefficient for MDA- TBA complex

of 1.56x10° M cm™?, and expressed as pumol/mg of protein.

FM Immunolocalization of SOD, CAT and GPX
After treatments for 24 hours, cells were collected by centrifugation at 4000 g for 10

min at 4 °C and washed twice with HEPES buffer, then fixed with 4% (w/v) paraformaldehyde
and 0.2% (v/v) glutaraldehyde diluted in HEPES buffer before being embedded in Agarose
(6%). After that, cells were re-suspended in cacodylate buffer (0.03M, pH 7.2) in ice and
washed three times 30 min each. Samples were dehydrated in ethanol series and embedded in
Unicryl resin at —20°C using ultraviolet light. Semithin sections were obtained with a Reichert-
Jung Ultracut E microtome using a glass knife. Sections were placed on Biobond-coated slides
and used for inmunolocalization of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and
glutathione peroxidase (GPX). Cells permeabilization was performed by incubating cells with
PBS-Triton X 100 (0.1%), then slides were washed with PBS three times 5 min each.
Afterwards slides were incubated with 1% BSA, 22.52 mg/mL glycine in PBST (PBS+ 0.1%
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Tween 20) for 30 min to block unspecific binding of the antibodies. Slides were then incubated
with one of the following antibodies: rabbit anti-SOD primary antibody (Agrisera) solution
(1:1000 dilution in blocking buffer), rabbit anti-CAT primary antibody (Agrisera) solution
(1:1000 dilution in blocking buffer), or rabbit anti-GPX primary antibody (Agrisera) solution
(1:1500 dilution in blocking buffer) in a humidified chamber for 1 h at room temperature or
overnight at 4 °C. The slides were washed three times in PBS for 5 min. The secondary antibody
(1:1000 solution of goat anti-rabbit 1gG antibody conjugated to DyLight 488) (Agrisera) was
added in 1% BSA for 1h at room temperature in the dark and washed three times with PBS for
5 min. The slides were then stained with Hoechst dye and then imaged in a Nikon Eclipse Ti-
U inverted microscope fitted with a CoolLed pl-300"" epifluorescence excitation device, by
sequentially using the ultraviolet and then the blue ranges of excitation. Negative control
sections were treated as above but using normal rabbit preimmune serum instead of the different

antibodies.

Statistical Analysis
Data were statistically analyzed with GraphPad Prism 8.0 soft-ware (GraphPad

Software, San Diego, CA, USA). They were expressed as mean values + standard deviations
(SD) from at least three separate experiments and compared with an ANOVA test followed by
a Tukey’s test, which provide multiple comparisons and allows to assess any interactions. MTT
test and data from phytochemical screening tests were compared with a student’s t-test. A p-

value less than 0.05 was considered statistically significant.

Results

3.1 Total polyphenols and flavonoids content

Table 1 shows several quantitative data regarding chemical characteristics of the oils
analyzed. Significant differences between the MF and LF fractions extracted from VAO and
VOO, oils and the non-fractioned oils (TF) were detected. In terms of total polyphenol content,
the values ranged from 80.64 = 1.32 to 28.31 £ 4.6 mg EAG / g of oil). We noticed that MF
always displayed the highest value when compared to LF and TF, and this for the two oils, with
the MF of VOO showing the highest value, followed by the MF of VAQO. Table 1 also show
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similar trends for LFs and TFs than with MFs, with the LF and TF of VOO, significantly higher
than LF and TF of VAO.

Table 1: Total phenolic and flavonoids content, and antioxidants activities determined
by DPPH, FRAP and ABTS of the Methanolic Fraction (MF), Lipidic Fraction (LF) and Total
Oil (TO) from Virgin Olive Qil (VOO) and Virgin Argan Oil (VAO). All values are means +
standard deviations of data from three independent experiments. Means with different asterisks

(*) are significantly different according to the student’s test compared to VOO.

Virgin Olive Qil (VOO) Virgin Argan Oil (VAO)
MF LF TO MF LF TO
Total
polyphenols (mgEAG/g  80.64%1.32 50.73+1.63 66.72+1.36 76.20+2.33 31.10+1.69 50.85+1.51
of dry weight) o >
Flavonoids
] 169+9.24 100.5+9.78 139.36+5.63 151.18+8.53 72.72+8.41 103.48+4.2
(mg EQ/mg of dry weight) . .
DPPH (% of
o 55.35+1.71 43.76+1.03 54.43+0.99 47.27+0.68 39.33+0.88 42.95+1.03
inhibition) . ox
FRAP (mg
71.65+4.33 32.99+2.36 55.68+3.76 66.76+1.61 33.31+2.76 51.65+2.58
EAA/g of the extract)
ABTS (% of
49.31+1.48 32.24x1.77 50.11+0.72 39.26+1.51 26.50+0.82 55.09+2.24
inhibition) .

3.2 Antioxidant activity and free radical scavenging capacity

The antioxidant activity and free radical scavenging capacities of the MF, LF and TF of
VOO and CO were evaluated using the DPPH, ABTS and FRAP assay. The results varied from

an oil to another and among the fractions in each oil (Table 1).
DPPHe radical scavenging activity

DPPH?e radical scavenging activity was quantified in terms of percentage inhibition of
a pre-formed free radical by antioxidants in each sample (Table 1). The percentage inhibition
of'the DPPHe radical by the oils and oils fractions varied from 55.35%= 1.71 to 31.67% =+ 0.62.
The MF of VOO showed the highest value, followed by TO from the same oil, both inhibiting
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the radical over the half. In the next places came the MF and TF of VAO that exhibited values
of inhibition significantly lower than the MF and TF of VOO, respectively.

FRAP assay

In order to determine the ferric reducing activity of our samples the FRAP assay was
performed. The results (Tablel) show a variation between the oils and oil fractions in term of
ferric reducing capacities. VAO MF and TF showed ferric reducing activity very close to those
of MF and TF of VOO (less than 8 % and 9.5% inferior, respectively). Oppositely, ferric
reducing activity of VAO LF was even slightly higher than that of VOO LF (1 % higher).

ABTSe+ radical cation scavenging activity

In ABTS assay the antioxidant activity of the oil fractions was quantified in terms of
percentage inhibition of the ABTSe+ radical cations by antioxidants in each sample (Table 1).
Within the oils and oils fractions the TF of VAO fraction displayed the highest ABTSe+
scavenging capacity, that reached (55.09%) compared to the TF of VOO. Oppositely, the MF
fraction of VAO showed a significant decrease (39.26%) compared to the MF of VOO.

Determination of potential cytotoxic effects of the treatments

In order to determine the potential cytotoxicity of H>O2, SNP, ethanol and the two oils
(VAO, VOO) on T. pyriformis, MTT viability tests were performed after 24h incubation with
different concentrations of the components, and the results were expressed as a percentage of
the viability displayed by a control culture (untreated) (Figure 1). Viability of T. pyriformis
cells treated with H>O> produced statistically relevant reductions of viability even at low
concentrations like 50 uM. Viability was reduced by 50% when a concentration of 350uM H20,
was used, and reached a minimum of 12.88% at the highest concentration tested (550uM)
(Figure 1A).

SNP (Figure 1B) lowered significantly viability starting at a concentration at 0.8 mM.
Such reduction reached 50% at 1mM, whilst the highest concentration tested (1.4mM SNP)
allowed 14.32% viability only. Ethanol (Figure 1C), although significantly lowered viability at

concentrations higher than 1.2% (v/v) (82.87% viability), was used in the present study at much
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lower concentrations (0.15%) as a vehicle for oils. At such concentration, viability was not
significantly different than untreated controls.

The treatment with the two oils (Figure 1D, E and F) had no pronounced effect on
viability even reaching 1% concentration. Nevertheless, VOO stimulated viability at low
concentration over the control (112.23%). High viability levels were maintained in the cultures
(e.g. 66% in the case of VOO) even with a concentration of 1.5% VOO. These results suggest

that VAO and VOO at low concentrations had no toxic effects on T. pyriformis cells.
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Figure 1: Effect of H202 (A), SNP (B), ethanol (C), VOO (D) and VAO (E) on T.
pyriformis viability measured by the MTT test. The values were normalized against the control.
The protozoan cells were maintained in PPYG medium supplemented with H,O; [50, 150, 250,
350, 450 and 550 uM], SNP [0.4, 0.6, 0.8, 1, 1.2 and 1.4 mM] oils [0.25, 0.5, 0.75, 1.25 and
1.5 % in ethanol] and ethanol [0.1, 0.15, 0.3, 0.6, 1.2 and 2.4%] for 24h. Prior to incubation
with MTT at 0.05 mg/ml. All values are means + SD (n= 3). An asterisk indicates values that

were significantly different (P <0.05) from control group.

Fluorescence detection of ROS by H.-DCFDA in challenged cultures.

To assess the putative anti-oxidative activity of VAO and VOO, we examined the
generation of intracellular ROS by using a H>-DCFDA staining assay of T. pyriformis cells in
culture. Treatments used include VOO, VAO and the combined treatment VOO-H>O, and

VAO-H20> (Fig. 2A, C). The presence of green fluorescence revealed the cellular distribution

11
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of ROS in a quantitative manner. ROS were broadly present in most cellular compartments
(Fig. 2B). One-way ANOVA multiple comparison Tukey test analysis of FM quantification
data showed that the treatment with H>O> (Fig. 2C) significantly increased ROS generation by
control cells. Also, the treatment with either VOO or VAO significantly lowered the amounts
of ROS generated by the cells in comparison with the control cells, independently of whether
H20, was added to the culture (Fig. 2C). No statistical differences were detected between the
effects of VOO or VAO themselves.
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Figure 2. A: FM images of T. pyriformis cells exposed to the different treatments, and
stained with Ho.-DCFDA ROS staining dye. Left panel in A shows transmitted light images
combined with DAPI detection of nuclei, whereas right panel in A shows identical images
captured after blue excitation (H.-DCFDA). The intensity of the green fluorescent staining
differs among the treatments applied (control, H20., H20. + VOO, H20. + VAO, VOO and

VAO). B: Large magnification image of the control cells shown in A. Fluorescence is present
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in most cell compartments. C: Quantification of green fluorescence intensity as percentage of
intensity compared to the control culture (100%). Original measurement was performed as
arbitrary units/p? using imageJ software. The values were expressed as mean+SD (n = 10). A
multiple comparative analysis between the groups was carried out using a one-way ANOVA
test followed by a Tukey’s test. A p-value less than 0.05 was considered statistically significant.
The statistically significant differences between the groups are indicated by different letters, a:

comparison versus control, b: comparison versus H.O,. Scale bars represent 50 pm.

Effects of oxidative treatments on the presence of lipids and lipid droplets.

Nile red (9-diethylamino-5H-benzo[a]phenoxazine-5-one), has been widely used as a
vital stain for the detection of intracellular lipids and lipid droplets/lipid bodies by fluorescence
microscopy and flow cytofluorometry. We report here the use of Nile red as a rapid and
inexpensive method to estimate cellular lipids of T. pyriformis by the direct application of the

dye to fixed cells without any extraction or purification.

To assess the potential effects of the different components assayed here on the presence
of lipid components in T. pyriformis cells in culture, we used Nile red after the oxidative
induction treatments, which included the combined treatment VOO-H.0O; and VAO-H-0, as
well as additional controls consisting of VOO and VAO oils (Fig. 3A). FM observations show
both diffuse orange fluorescence in the cytoplasm of T. pyriformis cells, as well as abundant
discrete signals corresponding to lipid droplets (Fig. 3B). Statistical analysis of fluorescence
intensity data showed that the treatment with H.O: significantly increased overall lipid staining
in cells treated with H,O> alone, in comparison with the control group (Fig. 3C). When VAO
or VOO were added to the culture medium, the intensity of green fluorescence remained, or
was restored to levels statistically similar to that of control cultured cells in the absence of H20z,
independently of whether the oils were co-incubated or not with H20,. The effect of VAO was
even stronger than that of VOO, as fluorescence with VOO in the presence of H.O> did not
statistically differ of the control cells treated with H,O- (Fig. 3C).

13
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Figure 3. A: FM images of T. pyriformis cells exposed to the different oxidative
treatments, and stained with Nile red staining dye. Left panel in A shows transmitted light
images combined with DAPI detection of nuclei, whereas right panel in A shows identical
images captured after green excitation. The intensity of the orange fluorescent staining differs
among the treatments applied (control, H202, H.02 + VOO, H202 + VAO, VOO and VAQO). B:
Large magnification image of the control cells shown in A. Fluorescence is present in the form
of diffuse orange cytoplasmic staining (squares) together with discrete orange spots likely
representing lipid droplets (white arrows). C: Quantification of orange fluorescence intensity
as percentage of intensity compared to the control culture (100%). Original measurement was
performed as arbitrary units/p? using imageJ software. The values were expressed as mean+SD
(n = 10). A multiple comparative analysis between the groups was carried out using a one-way
ANOVA test followed by a Tukey’s test. A p-value less than 0.05 was considered statistically

significant. The statistically significant differences between the groups are indicated by
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different letters, a: comparison versus control, b: comparison versus H>O>, Scale bars represent
50 pm.

Effects of nitrosative treatments on the presence of lipids and lipid droplets.

Nile red was used again to assess the potential effects of nitrosative induction
treatments, which included the combined treatment VOO-SNP and VAO-SNP, as well as
additional controls consisting of VOO and VAO oils (Fig. 3A). As shown before, FM
observations show both diffuse orange fluorescence in the cytoplasm of T. pyriformis cells, as
well as abundant discrete signals corresponding to lipid droplets (Fig. 4B). Statistical analysis
of fluorescence intensity data show that the treatments with SNP, or with VOO or VAO oils
either alone or in combination with SNP do not significantly alter overall lipid staining of
control cells (Fig. 4C). However, cells treated with VOO and SNP display a significantly higher
level of fluorescence than cells treated just with VOO. An analogous relationship was detected
after comparing cells treated with VAO in combination SNP and just VAO (Fig. 4C).
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Figure 4. A: FM images of T. pyriformis cells exposed to the different nitrosative
treatments, and stained with Nile red staining dye. Left panel in A shows transmitted light
images combined with DAPI detection of nuclei, whereas right panel in A shows identical
images captured after green excitation. The intensity of the orange fluorescent staining differs
among the treatments applied (control, SNP, SNP + VOO, SNP + VAO, VOO and VAO). B:
Large magnification image of the control cells shown in A. Fluorescence is present in the form
of diffuse orange cytoplasmic staining (white squares) together with discrete orange spots likely
representing lipid droplets (white arrows). C: Quantification of orange fluorescence intensity
as percentage of intensity compared to the control culture (100%). Original measurement was
performed as arbitrary units/p? using imageJ software. The values were expressed as mean+SD
(n = 10). A multiple comparative analysis between the groups was carried out using a one-way
ANOVA test followed by a Tukey’s test. A p-value less than 0.05 was considered statistically

significant. The statistically significant differences between the groups are indicated by
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different letters, c: comparison versus VOO, d: comparison versus VAO. Scale bars represent

50 pm.

Effect of oxidative stress treatment on the activity of key antioxidant enzymes and

substrates.

The first line of defense against oxidative stress include different enzymes like
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPX), which
represent key factors in cell defense strategy against oxidation process, together with
antioxidants like glutathione. Also, assessment of oxidation products like malondialdehyde may
help to identify the effects of the treatments on the T. pyriformis cells.

Figure 5 shows the effects of VOO and VAO on the specific activities of several
antioxidant defense enzymes in H20.-stimulated T. pyriformis cells. Treatment with 350 uM of
H20; significantly increased enzyme activities like SOD (1470.35+220.21 vs 3110.82+158.88
IU/mg of proteins p<0.02), catalase (1592.29+432.47 vs 669.19+168.35 IU/mg of proteins
p<0.05), and GPX (56.16+2.59 vs 17.30+0.16 IU/mg of proteins p<0.002). GSH content was
also significantly increased (56.80£1.95 vs 19.49+0.25 umoles/mg of protein p<0.001), as well
as the presence of MDA (209.76+8.51 vs 41.88+3.71 umoles/mg of protein p<0.001) in control
cells treated with H.O> alone compared to untreated control cells. Noteworthy, the treatment of
the cells with either VOO or VAO significantly lowered the enhancement of the activity of the
enzymes SOD, CAT and GPX and the levels of GSH and MDA caused by H>O2, which became
again statistically similar (with the exception of catalase activity), to the basal levels displayed
by control cells without the treatment with H20.. In most cases, the treatment with the oils
further diminished the level of antioxidant activity or the presence of GSH or MDA to levels
significantly lower than the basal ones present in untreated control cells. Several small
differences were detected between VOO and VAO in their capacity of eliciting these effects
(Figure 5).
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Figure 5. Effect of VOO and VAO on key antioxidant enzymes and metabolites
involved in the oxidative stress induced by H20. treatment of T. pyriformis cultures. The
activity of SOD (A), CAT (B) and GPX (C) were evaluated, as well as the levels of GSH (D)
and MDA (E). T. pyriformis cells were maintained in PPYG medium supplemented with VOO
and VAO at 5%. H.O treatment was performed using a concentration of 350 uM for 24 h. All
values are means = SD (n=3). A multiple comparative analysis between the groups was carried
out using a one-way ANOVA test followed by a Tukey’s test. A p-value less than 0.05 was
considered statistically significant. The statistically significant differences between the groups
are indicated by different letters, a: comparison versus control, b: comparison versus H202, c:
comparison versus VOO, d: comparison versus VAQO, e: comparison versus H.0; + VOO, f:

comparison versus H>02 + VAO, h: comparison versus SNP +VOO.

Effect of nitrosative stress treatment on the activity of key antioxidant enzymes

and substrates.

Different results were observed when cells were treated with the nitric oxide (NO)
donor, sodium nitroprusside (SNP) instead of H20.. The results (Fig. 6) show that SNP induces
a decrease in catalase (230,27+£33.31 vs 669.191£168.35 IU/mg of protein p<0.03), SOD
(749.94496.11 vs 1470.35+220.21 TU/mg of protein p<0.01) and GPX (6.25+0.11 vs
17.30+0.16 TU/mg of protein p<0.001) activities, as well as in GSH (6.03+0.19 vs 19.49+0.25
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umol/mg of protein p< 0.0006) and MDA (x versus y) content. The cotreatment SNP-VOO and
SNP-VAO increased significantly the level of SOD (332 and 322.51% p<0.004) compared to
SNP-treated group, whereas oils cotreatments conveyed no significant effect on catalase rate.
Finally, the treatment SNP-VOO exhibited a significant increase in GPX level, (205.72%
p<0.03) compared to SNP-treated group.
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Figure 6. Effect of VOO and VAO on key antioxidant enzymes and metabolites
involved in the nitrosative stress induced by SNP treatment of T. pyriformis cultures. The
activity of SOD (A), CAT (B) and GPX (C) were evaluated, as well as the levels of GSH (D)
and MDA (E). T. pyriformis cells were maintained in PPYG medium supplemented with VOO
and VAO at 5%. SNP treatment was performed using a concentration of 350 uM for 24 h. All
values are means £ SD (n=3). A multiple comparative analysis between the groups was carried
out using a one-way ANOVA test followed by a Tukey’s test. A p-value less than 0.05 was
considered statistically significant. The statistically significant differences between the groups
are indicated by different letters, a: comparison versus control, g: comparison versus SNP, c:

comparison versus VOO, d: comparison versus VAO, h: comparison versus SNP + VOO.
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Immunocytochemical evidence of the effects of oxidative and nitrosative stress
treatments on the presence of key antioxidant enzymes.

In order to determine whether the changes observed in the activity of the three key
antioxidant enzymes SOD, CAT and GPX may become a consequence of a divergence in the
level or localization of such enzymes, immunolocalization of the three enzymes was performed

in the cultures using FM immunofluorescence approaches.

Figure 7 shows the cellular distribution of SOD in T. pyriformis cells. The enzyme
localizes both as a green fluorescence diffuse signal in the cytoplasm of T. pyriformis cells, as
well as in the form of discrete spots, which may correspond to mitochondria (Fig. 7A, B).

Conspicuous changes in the level of fluorescence occur concomitantly with the
treatments. Thus, cell treatment with H>O> produced a significant increase of the presence of
SOD enzyme of 367.27% (p<0.004), which becomes restored to a level similar to that of the
H202-untreated cells when H2O2 was added to the culture concomitantly with either VOO or
VAO (Fig. 7A, C). Treatment with SNP itself did not alter significantly the level of SOD
enzyme (Fig. 7A, D); however the joint treatment of SNP with either VOO or VAO
significantly enhanced the levels of the immunodetected SOD compared to the control untreated
cells, and compared to the cultures treated with the oils (VOO or VAO) individually added to
the culture, which did not alter the levels of SOD in comparison with the control untreated cells.
(Fig 7A, C-D). Significant difference was detected in the effect of the addition of VAO to the
cultures compared with the addition of VOO regarding the levels of immunodetected CAT (Fig.
8D).

Hesse addition to the the results were confirmed by data in (fig.6) which represent signal
quantification of antioxidant enzymes Catalase, SOD and GPX immunolocalization in
T.pyriformis. Results (figb.A) show a significant increase (215.5% p<0.03) in catalase, SOD
(fig. 6B) (367.27% p<0.004) and GPX (fig6.C) (365.31 p<0.03) concentration in cell treated
with H20, compared to the control group. The cotreatment H20>-VAO and H202-VOO
significantly decreased (19.86% and 42.14% p<0.001) the level of catalase compared to H20-
treated group. SOD level was decreased by both of the oils but only H.O2-VAO cotreatment
showed to be significant (19.01% p<0.02). In another hand GPX rate was decreased by the
cotreatment of both of the oils but remained insignificant. However the treatment with VAO or
VOO alones exhibited no significant changes in the enzymes levels only VOO showed to
increase significantly (135.28% P<0.04).
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Figure 7. A: Immunofluorescence detection of SOD in T. pyriformis cells under
different oxidative and nitrosative stress conditions of culture, and in the presence of the VOO
and VAO oils. Left panel in A shows transmitted light images combined with DAPI detection
of nuclei, whereas right panel in A shows identical images captured after blue excitation. The
intensity of the green fluorescent staining differs among the treatments applied (control, H2O»,
H2.0, + VOO, H,0; + VAO, SNP, SNP + VOO, SNP + VAO, VOO and VAO). B: Large
magnification image of the control cells shown in A. Fluorescence is present in the form of
diffuse green cytoplasmic staining (white squares) together with discrete green spots likely
representing organelles (white arrows). C and D: Quantification of green fluorescence intensity
as percentage of intensity compared to the control culture (100%). C refers to oxidative vs
control conditions, whereas D refers to nitrosative vs control conditions. Original measurement
was performed as arbitrary units/p? using imageJ software. The values were expressed as

meanxSD (n = 10). A multiple comparative analysis between the groups was carried out using

21



[Tapezici]

a one-way ANOVA test followed by a Tukey’s test . A p-value less than 0.05 was considered
statistically significant. The statistically significant differences between the groups are
indicated by different letters, a: comparison versus control, b: comparison versus H>O>, c:
comparison versus VOO, d: comparison versus VAO, h: comparison versus SNP + VOO. Scale

bars represent 50 pm.

The effects of the assayed treatments on the cellular distribution of CAT in T. pyriformis
cells are shown in Figure 8. The enzyme mainly localizes as discrete spots, which may

correspond to peroxisomes as well as in the nuclei (Fig. 8A, B).

The treatments with H.O, SNP and VOO and VAO produced significant changes in
the presence of the enzyme in the T. pyriformis cells. Similarly to SOD, cell treatment with
H202 produced a significant increase of the presence of CAT enzyme of215.5% p<0.03, which
became restored to a level similar to that of the H2O2-untreated cells when H202 was added to
the culture concomitantly with either VOO or VAO (Fig. 8A, C). Treatment with SNP itself did
not alter significantly the level of SOD enzyme (Fig. 8A, D). In this case, the joint treatment of
SNP with either VOO or VAO did not modify the levels of the immunodetected CAT compared
to the control untreated cells, as neither did the treatments of the cultures with the oils (VOO or
VAO) individually added to the culture. (Fig 8A, C-D). Significant difference was detected in
the effect of the addition of VAO to the cultures compared with the addition of VOO regarding
the levels of immunodetected CAT (Fig. 8D).
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Figure 8. A: Immunofluorescence detection of CAT in T. pyriformis cells under
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different oxidative and nitrosative stress conditions of culture, and in the presence of the VOO
and VAO oils. Left panel in A shows transmitted light images combined with DAPI detection
of nuclei, whereas right panel in A shows identical images captured after blue excitation. The
intensity of the green fluorescent staining differs among the treatments applied (control, H2Oo,
H2.0, + VOO, H,0; + VAO, SNP, SNP + VOO, SNP + VAO, VOO and VAO). B: Large
magnification image of the control cells shown in A. Fluorescence is present in the form of
discrete green spots likely representing organelles (white arrows). C and D: Quantification of
green fluorescence intensity as percentage of intensity compared to the control culture (100%).
C refers to oxidative vs control conditions, whereas D refers to nitrosative vs control conditions.
Original measurement was performed as arbitrary units/p? using imageJ software. The values
were expressed as mean£SD (n =10). A multiple comparative analysis between the groups was

carried out using a one-way ANOVA test followed by a Tukey’s test. A p-value less than 0.05
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was considered statistically significant. The statistically significant differences between the
groups are indicated by different letters, a: comparison versus control, b: comparison versus
H20., h: comparison versus SNP + VVOO. Scale bars represent 50 pm.

Figure 9 displays the effects of the assayed treatments on the cellular distribution of
GPXinT. pyriformis. As showed in (Fig. 9A, B), the enzyme mainly localizes as discrete spots,

which may correspond to mitochondria as well as in the nuclei.

Several of the treatments assayed produced significant changes in the presence of the
GPX enzyme in the T. pyriformis cells. Cell treatment with H>O2 produced a significant increase
of the presence of GPX enzyme of 365.31 p<0.03, which became restored to a level similar to
that of the H20-untreated cells when H202 was added to the culture concomitantly with VOO
(Fig. 9A, C). Such restoration, although visible was not statistically significant for H.O> when
cultured concomitantly with VAO (Fig. 9A, C). Treatment with SNP itself did not alter
significantly the level of GPX enzyme (Fig. 9A, D). In this case, the joint treatment of SNP
with VOO did modify the levels of the immunodetected GPX compared to the control untreated
cells, but this effect was not observed with the joint treatment of SNP with VAO. Our

observations also detected that VAO treatment

as neither did the treatments of the cultures with the oils (VOO or VAO) individually
added to the culture. (Fig 8A, C-D). Significant difference was detected in the effect of the
addition of VAO to the cultures compared with the addition of VOO regarding the levels of
immunodetected CAT (Fig. 8D).
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Figure 9. A: Immunofluorescence detection of CAT in T. pyriformis cells under
different oxidative and nitrosative stress conditions of culture, and in the presence of the VOO
and VAO oils. Left panel in A shows transmitted light images combined with DAPI detection
of nuclei, whereas right panel in A shows identical images captured after blue excitation. The
intensity of the green fluorescent staining differs among the treatments applied (control, H2O»,
H.0, + VOO, H,0; + VAO, SNP, SNP + VOO, SNP + VAO, VOO and VAO). B: Large
magnification image of the control cells shown in A. Fluorescence is present in the form of
diffuse green cytoplasmic staining (white squares) together with discrete green spots likely
representing organelles (white arrows). C and D: Quantification of green fluorescence intensity
as percentage of intensity compared to the control culture (100%). C refers to oxidative vs
control conditions, whereas D refers to nitrosative vs control conditions. Original measurement
was performed as arbitrary units/p? using imageJ software. The values were expressed as
meanxSD (n = 10). A multiple comparative analysis between the groups was carried out using

a one-way ANOVA test followed by a Tukey’s test. A p-value less than 0.05 was considered
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statistically significant. The statistically significant differences between the groups are
indicated by different letters, a: comparison versus control, b: comparison versus H202, c:
comparison versus VOO, d: comparison versus VAO, h: comparison versus SNP + VOO, i:
comparison versus SNP + VAO. Scale bars represent 50 pm.

DISCUSSION

Overall, our data are in good agreement with those present in the literature available.
Thus, phenolic total amount of olive oil varies from 100 to 1000 mg/Kg oil (Houshia et al.,
2014; Nenadis et al., 2019). They are also consistent with those observations made by (Marfil
et al., 2011a), regarding virgin argan oil, which presents lower polyphenol content than virgin
olive oil but a higher content than other edible vegetable oils. In the flavonoids amount
determination assay (Table 1), differences in the amount of these compounds were detected
between the methanolic fractions of VOO, which were significantly higher than those of VAO
and TF. This profile was similar in the case of flavonoids present in the TF fractions of the three
oils. However, such differences where less relevant in the flavonoids present in the LF fractions,
which were higher in VOO than in VAO and TF, but were only statistically significant in the
later. Phenolic total amount and flavonoids composition of oils varies depending on cultivars,

place of origin, extraction methods and storage conditions (Saffar et al., 2019).

Compared with (Marfil et al., 2011a), our results fall well within the range of 0.19 and
0.87 mmol Trolox/kg described in such study as regards to DPPH anti radical scavenging
capacity for argan virgin oils. Concerning CO, (Szydiowska-Czerniak and Laszewska, 2015)
found that DPPH scavenging activity in this oil ranges between 126 and 586 mmol Trolox
Equivalent/ 100 g. FRAP is basically a hydrophilic antioxidant assay that does not respond well
to lipophilic antioxidants (Celik et al., 2010), therefore explaining the results obtained with the
LF fractions of the oils. Enhanced radical scavenging effect of VAO observed here can be
explained by its high total tocopherol content that ranges from 427.0 mg/kg to 654.0 mg/kg
(Cayuela et al., 2008a; Khallouki et al., 2003a). Tocopherols are strong radical scavengers. In
addition, CO exhibited a significantly lower antioxidant capacity than VOO, with values as low
as 10.8% (MF), 13.1% (LF) and 10.90% (TF), respectively. H.O, is detected itself by the
fluorochrome, and also promotes generation of other ROS which causes oxidative stress and
cytotoxicity and may lead to cell death (Ahamed et al., 2020a; Coyle et al., 2006a; Ghosh et
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al., 2010a; Ryter et al., 2007a). When VAO or VOO were added individually to the culture
medium in co-treatment with H>O>, the resulting patterns of fluorescence became restored to
levels not differing from those displayed by control cells (non-treated with H20O>). Also, the
cells individually treated with the oils featured statistically similar levels of fluorescence than
the control cells. The antioxidant capacity of both oils used was significant, although slightly
enhanced in the case of VOO compared to VAO (Figure 2C)

The ROS scavenging effect observed here after concomitant treatment with VOO and
VAO likely reflects the effects of the presence of antioxidant components in both oils. Thus,
olive oil contains..... Referred to VAO, to argan oil unique composition and properties
especially its richness in  minor compounds such as tocopherols, sterols (schottenol and
spinasterol), phenols (ferulic, syringic and vanillic acid) and vitamin E which all have a
scavenger properties (A. EI Midaoui et al., 2017; Orabi et al., 2020a; Sekeroglu et al., 2017a).
Moreover, there is a large number of studies providing evidence that the radical scavenging
activity VOO is strictly correlated with its polyphenol content (Haman et al., 2017a; Paradiso
et al., 2020b; Quintero-Florez et al., 2018a; Rossi et al., 2017a)

Lipid droplets consist of a core of neutral lipid, including triacylglycerol and cholesteryl
ester, surrounded by a phospholipid monolayer (Listenberger and Brown, 2007a). We report
here the use of Nile red as a rapid and inexpensive method to estimate cellular lipids of T.
pyriformis by the direct application of the dye to fixed cells without any extraction or
purification. Qualitative estimates of Oxidative stress trigger intracellular lipid droplets
accumulation (Cruz et al., 2020a; Lee et al., 2015a, 2013a). Lipid droplets may serve as energy
reservoirs, sources of lipid for membrane biosynthesis, or storage sites for potentially toxic lipid
species (Petan et al., 2018a). However in the combined treatment SNP-VAO [fig.3(C.i)] or
SNP-VOO [fig.3(C.n)] cells exhibit numerous small discrete bodies distributed throughout the
cytoplasm, knowing that Nile red interacts with neutral lipids cholesterol, cholesteryl esters
and triacylglycerols, phospholipids, lipoproteins and hydrophobic regions of proteins (Braasch
et al., 2013). We can explain the results obtained here by the fact that Nile red interacted with
TAG contained in VAO and VOO. H202 is an agent known for its capacity to induce oxidative
stress in T.Pyriformis and many other cell model (Guenaou et al., 2021; Salla et al., 2015a;
Zhang et al., 2018; Zwiewka et al., 2019a). The elevation of the activity of antioxidant enzymes
may be observed here as a sign of the existence of strong oxidative stress process that cells try
to contest by the increase in CAT, SOD and GPX activities. The results found are in accordance

with (Grina et al., 2020a).Interestingly this effect was significantly and completely reversed by
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co-treatment with VAO and VOO. They played an important role in enhancing cells ability to
cope with the oxidative stress induced by H.O. . Their effect was reflected here by the
significant decrease of the activity and level of the different enzymes and GSH rate in co-treated
groups. The treatment with oils only showed to slightly decrease the activity of these enzymes
and the rate of GSH. VAO and VOO capacities in monitoring CAT,SOD and GPX activities
under oxidative stress was widely demonstrated by many studies (Ayd, 2017; Er et al., 2020;
Ilavarasi et al., 2011; Szymonik-Lesiuk et al., 2003). On the other hand, the co-treatment with
colza oil had no effect on the H202-induced increase in CAT, SOD and GPX activities nor GSH
elevated rate.

NO is a free radical indispensable for cell signaling (Rio et al., 2006) when produced at
high concentrations can be reduced or oxidized and thereby leads to nitrosative stress. SNP had
been used by many authors to induce nitrosative stress in different cell models (Chen et al.,
2013, 2010; Rogstam et al., 2007). Nitrosative stress induce a decrease in antioxidant enzymes
(Arsova-sarafinovska et al., 2009; Sultan et al., 2007). However, the combined treatment
between VAO and SNP or VOO and SNP exhibited a significant increase in Catalase, SOD and
GPX activities and GSH rate compared to SNP-treated group. The protective effect of VAO
and VOO was expressed here by inducing a significant increase in antioxid enzymes activities
and GSH rate, many other studies highlighted the effect of VAO and VOO translated into
increase of catalase, SOD and GPX in response to oxidative/nitrosative stress (Berna et al.,
2014; Nakbi et al., 2010; Rachida et al., 2013a).
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Discussion

Les principaux résultats du screening phytochimique montrent que 1’huile d’olive est
plus riche en polyphénols et en flavonoides que I’huile d’argan . les polyphénols possédent une
activité antioxydante qui atténuent les dommages causés par les radicaux libres aux niveaux
macromoléculaire (Visioli et al., 2011). La teneurs en polyphénols totale de I’huile d'olive varie
entre 100 et 1000 mg/kg d'huile (Nenadis et al., 2019), Les resultats trouvées sont en accord
avec les résultats trouvés par (Marfil et al., 2011b). L’activité antioxydante et le pouvoir de
piégeage des radicaux libres de I’HO et ’'HA a été évalué par les tests ( DPPH, FRAP et ABTS),
nos données montrent que 1’huile d’olive possede un pouvoir de piégeage du radical DPPHe et
de réduction de fer supérieur a celui de ’HA, en revanche ’'HA montrait un pourcentage
d’inhibition du cation ABTSe+ supérieur a celui de I’'HO, L'effet de piégeage radicalaire de
I’HA observé ici peut étre expliquer par sa richesse en tocophérol total, qui varie de 427,0 mg/kg

a 654,0 mg/kg (Cayuela et al., 2008b).

En outre I’activité¢ antioxydante de 'HA et ’'HO s’est traduite par une baisse de
production des ERO intracellulaire induite par le H2O2 dans les cellules de T. Pyriformis. Le
H>O, favorise la génération des ERO qui provoque un stress oxydatif, une cytotoxicité et
conduit a la mort cellulaire (Ahamed et al., 2020b; Coyle et al., 2006b). Le pouvoir des piégeage
des radicaux libres observé ici fait référence a la composition uniques de l'huile d'argan
notamment sa richesse en composés mineurs tels que les tocopheérols, les sterols (schottenol et
spinastérol) et les phénols qui ont tous des propriétés antioxydantes (A. E. Midaoui et al., 2017,
Orabi et al., 2020b). De plus, il existe un grand nombre d'études qui lient l'activité de piégeage
de radicaux libres de I’HO a sa teneur en polyphénols (Haman et al., 2017b; Rossi et al., 2017b).
La sonde Nile red a été utilisé pour la détection de gouttelettes lipidiques intracellulaires par
microscopie a fluorescence. Nos résultats montrent une forte augmentation de I’accumulation
des gouttelettes lipidiques chez les cellules traitées avec le H20. contrairement au SNP. Le
stress oxydatif promeut I’accumulation des gouttelettes lipidiques (Lee et al., 2013b). D’autre
part I’évaluation de la peroxydation lipidiques par dosage de son marqueur MDA indique une
forte augmentation induite par le H.O>, et totalement inverser par le cotraitement avec I’'HA et
I’HO, grace a sa richesse en AGPI I’huile d’argan joue un role de stabiliseur des membranes
cellulaire (Eljaoudi et al., 2015). Enfin I’'immunolocalisation et I’évaluation de 1’activité des
enzymes antioxydantes ( Cat, SOD et GPX) révelent une forte augmentation apres le traitement
avec le H>O> cette augmentation a été significativement atténuée chez les cellules co-traitées

avec I’HA ou I’HO, hors le traitement avec le SNP induit une diminution de I’expression et
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I’activité de ces derniers, une diminution qui a été compensée par le traitement avec les deux
huiles. Le H202 est connu pour sa capacité a induire un stress oxydatif chez T. Pyriformis et de
nombreux autres modeles cellulaires (Salla et al., 2015b; Zwiewka et al., 2019b). L'élévation
de l'activité des enzymes antioxydantes peut étre observée ici comme un signe de I'existence
d’une forte perturbation de I’équilibre redox de la cellule, que les cellules tentent de contester
par l'augmentation des activités (CAT, SOD et GPX). Les résultats trouvés sont en accord avec

les résultats trouvés par (Grina et al., 2020b).
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Article 2 : Effet de [’huile d’argan sur l'inflammation et
la déregulation de la fonction peroxysomale cérébrale et
hépatique induite par le LPS chez la souris

Introduction

Dans le premier chapitre, il a été montré que 1’huile d’argan possede un effet protecteur
contre la perturbation du statut antioxydant induite par le peroxyde d’hydrogéne et le
nitroprusside de sodium chez T. pyriformis. Ces effets ont été traduit par la protection des
cellules par I’huile d’argan contre 1’¢1évation de la production des ERO et de I’accumulation
des AG sous forme de goutelette lipidique, aussi par ’atténuation de ’activité des enzymes

antioxydante ( CAT, SOD, et la GPX) induite par le H20: .

Le second chapitre s’inscrit dans la continuité de ces travaux et a pour objectif
I’exploration de I’activités potenticlle neuro- et hépato-protectrice de I'huile d'argan (comparé
avec I’huile d’olive et ’huile de colza), contre la dérégulation de la fonction peroxysomale et
la réponse inflammatoire dans une septicémie induite par le LPS a court terme in-vivo. Le
mécanisme physiopathologique de la septicémie a €té imité chez un modele animal qu’est la
souris injectée avec du LPS bactérien. Nos études antérieur ont apporté des preuves
convaincantes des mécanismes de protection de I'huile d’argan contre les 1ésions hépatiques
induites par le LPS (El Kamouni et al., 2017b; EI Kebbaj et al., 2015). Hors I’effet de I’huile
d’argan sur la I’inflammation et la fonction peroxysomale cérébrales dérégulé par le LPS n’a

pas encore été étudie.

Pour étudier I’impact des prétraitement avec les huiles et/ou I’induction avec le
LPS sur le statut redox et la réponse inflammatoire dans le cerveau et le foie des souris. Nous
avons évaluer en premier lieu le taux du GSH et le taux de la peroxydation lipidique par dosage
du MDA, ensuite le niveau du transcrit du marqueur principale de I’'inflammation TNFa a été
évalué dans les deux organes, ainsi que I’IL10 dans le foie. Dans le peroxysome nous avons
évalué I’expression de I’ARNm de la CAT et I’Acox! impliqué dans la B-oxydation ainsi que la
SOD dans le cerveau, la fonction peroxysomale a été évalué aussi dans le cerveau et le foie par
la quantification de I’expression des deux transporteurs des AGTLC peroxysomales (ABCD1
et ABCD?2) et des enzymes peroxysomales CAT et Acox1 par western blotting. Enfin I’activité

antioxydante de la CAT, la SOD et la GPX a été mesuré dans le cerveau et le foie, ces enzymes
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jouent un role important dans le maintien d I’équilibre redox dans les cellules leur induction ou

inhibition est un signe alarmant de la perturbation de 1’équilibre pro-antioxydant d’une cellule.
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1. Introduction

Sepsis is a life-threatening inflammatory disorder representing the immune response to infection, it is a
leading cause of hospitalization, disability, and death worldwide [1,2].
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Abstract: During sepsis, the imbalance between oxidative insult and body antioxidant response
causes the dysfunction of organs, including the brain and liver. Exposing mice to bacterial lipopolysaccharides
(LPS) results in a similar pathophysiological outcome. The protection offered by argan oil was studied against
LPS-induced oxidative stress, dysregulation of peroxisomal antioxidants, and p-oxidation activities in the brain
and liver. In a short-term LPS treatment, lipid peroxidation (malonaldehyde assay) increased in the brain and

liver with upregulations of proinflammatory tumor necrosis factor (Tnf)-o and anti-inflammatory interleukin

(1N-10 genes, especially in the liver. Although exposure to olive oil (O0), colza oil (CO), and argan oil (AO)
prevented LPS-induced lipid peroxidation in the brain and liver, only AO exposure protected against liver
inflammation. Remarkably, only exposure to AO prevented LPS-dependent glutathione (GSH) dysregulation
in the brain and liver. Furthermore, exposure to AO increased more efficiently than OO and CO in both organs,
peroxisomal antioxidant capacity via induction of catalase (Cat) gene, protein and activity expression levels,
and superoxide dismutase (Sod1) mMRNA and activity levels. Interestingly, LPS decreased protein levels of the
peroxisomal fatty acid-ATP binding cassette (ABC) transporters, ABCD1 and ABCD2, and increased acyl-
CoA oxidase 1 (ACOX1) protein expression. Moreover, these LPS effects were attenuated for ABCD1 and
ACOX1 in the brain of mice pretreated with AO. Our data collectively highlight the protective effects of AO
against early oxidative stress caused by LPS in the brain and liver and their reliance on the preservation of
peroxisomal functions, including antioxidant and B-oxidation activities, making AO a promising candidate for

the prevention and management of sepsis.

Keywords: argan oil; antioxidant; Acyl-CoA oxidase 1; brain; beta-oxidation; catalase; peroxisome;

LPS; superoxide dismutase; glutathione peroxidase
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Septic shock is linked to a broad spectrum of cerebral damage and dysfunction [1]. Following

host exposure to endotoxins (lipopolysaccharides, LPS), an acute syndrome [3] may develop, which

encompasses a cytokine response and a burst of reactive oxygen species (ROS) causing tissue injury [4].

In the host developing an acute sepsis syndrome, preservation of homeostasis depends on the body’s

capacity to fine-tune and cope with the altered balance between inflammatory cytokine response, severe

dysregulation of lipid metabolism, and yield of reactive oxygen species (ROS). Interestingly, peroxisome

is a cell compartment containing at the same time oxidase enzymes involved in the generation of ROS

and another set of enzymes able to metabolize H,O, and other cell-damaging oxidant species [5]. One of

the major peroxisomal functions is the B-oxidation of very-long-chain fatty acids (VLCFA). These

VLCFA are transported through peroxisomal membrane by fatty acid ABC transporters ABCD1 or
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ABCD?2. Then, these fatty acyl-CoAs are B-oxidized by the first enzyme ACOX1, which generates both
enoyl-CoA and hydrogen peroxide (H20-). Degradation of H,O; is accomplished by the peroxisomal
catalase [6]. In addition, ROS-scavenging peroxisomal enzymes include glutathione peroxidase (GPx),
Cu-Zn superoxide dismutase (SOD), epoxide hydrolase, peroxiredoxin I, and peroxisomal membrane
protein 20 [7]. This reveals that the balance between peroxisomal p-oxidative and antioxidative activities
play a key role in cellular ROS homeostasis. Defects in peroxisome biogenesis or activity of peroxisomal
enzymes may be associated with peroxisomal neurodegenerative diseases characterized by progressive
demyelination [6,8]. The defect in peroxisomal p-oxidation system was reported in several
leukodystrophies, leading to a deficiency in VLCFA degradation. Such deficiency was linked to a defect
in ABCD1 peroxisomal VLCFA transport (X-linked adrenoleukodystrophy (X-ALD)) or metabolism
(ACOX1 deficiency) [6,8]. In rat liver, LPS affects peroxisome functions through alterations of the
peroxisomal membrane composition (both in fatty acid and phospholipid content) and the decreased
peroxisomal proteins expression [9]. Previously, Khan et al. [9] have shown that LPS strongly repressed
ACOX1 and the oxidation of VLCFAs in rat C6 glial cells. More recently, we have reported the reduced

expression of genes involved in hepatic peroxisomal fatty acid oxidation in mice exposed to LPS [10].

Virgin edible argan oil (AO) is a vegetable oil extracted by cold-pressing roasted kernel of argan
(Argania spinosa (L.) Skeels; Sapotaceae), an endemic tree to Morocco. However, culture of argan was
principally disseminated in Israel, South Africa, and Tunisia. AO plays an important socio-economic role
for the Amazigh population in the southwestern region of Morocco [11]. This oil comprises
triacylglycerols (99%), containing balanced proportions of polyunsaturated fatty acids, principally oleic
(44.8%) and linoleic acids (33.7%) [12]. Interestingly, the non-saponifiable fraction of AO, which
constitutes 1% of total components, exhibits a high antioxidant activity [ 13,14]. In addition to phytosterols
(Schottenol and Spinasterol) and phenols (ferulic, syringic, and vanillic acids), this fraction contains

mainly tocopherols (o, B, y and 8) present in a higher proportion than in olive oil [12,15].

Clinically, AO prevents cardiovascular disease [16], due to its unique composition of unsaturated fatty
acids endowed with protective properties against LDL oxidation, stimulating properties towards reverse
cholesterol transport, and increasing high-density lipoprotein (HDL) cholesterol level [13].
Epidemiological studies showed that regular consumption of edible olive oil could have significant
protective effects against several types of cancer [17]. Since composition of argan and olive oils revealed
common constituents with antioxidant and anti-inflammatory properties, an antiproliferative effect was
attributed to argan oil [12]. Numerous studies have now highlighted the antioxidant effect of AO
[13,16,18]. On the other hand, we previously reported in LPS-associated sepsis the beneficial effect of
AO in preserving hepatic mitochondrial and peroxisomal activities, improving gluconeogenic gene
expression, and recovering gene expressions of nuclear receptors PPARa and ERRa, and their coactivator
PGC-1a [10]. Furthermore, we have shown that mice fed with standard chow supplemented with 6%
(w/w) AO for 25 days protects against the dysregulation of antioxidant capacities and inflammatory status
16 h post-LPS injection [10].
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AQ’s liver antioxidant and anti-inflammatory effects were already explored [10,18-20]. To date,
sepsis-associated brain peroxisome dysfunction has been reported [21,22], but a study of the potential
protective effect of AO on the brain is still lacking. Here, we studied the short-term effect of LPS on the
peroxisomal functions of the brain and liver in mice. The potential protective effect of AO against LPS
was compared to other common edible oils, OO and CO. Thus, both OO and CO have different fatty acid
compositions, regarding AO. In addition, OO is well-known as a Mediterranean diet component, while
CO has become the most consumed oil in Europe [23]. The antioxidant capacity in the brain and liver
was assessed by measuring antioxidant enzymes activities and reduced glutathione. The expression of
genes and proteins related to the peroxisomal functions and those involved in oxidative stress and

inflammation were also evaluated.
2. Results

The hepato-protective effect of AO after a 16 h LPS-induced sepsis (16 h) was described in
previous reports [10,18]. Here, we attempted to evaluate the protective effect of AO on the brain and liver
in a short-term 4 h post-LPS injection. The effects of argan oil and two additional standard edible oils,
olive and colza, on several metabolic and peroxisomal antioxidant markers in both brain and liver were
compared. Table 1 reported the chemical analysis of these oils, showing a unique fatty acid profile of AO
with 32.2% of C18:2n—6 and 46.4% of C18:1n-9, while OO and CO reveal only 9.95% and 19% of
C18:2n-6, and 76.35% and 63% of C18:1n-9, respectively. Two groups of mice received each for 28 days
a standard chow supplemented or not with 6% (w/w) of one of the three compared oils (AO, OO, or CO).
Four hours before euthanasia, mice from the first group received an injection of 100 pg LPS via tail vein,

while the control group received only an injection of PBS.

Table 1. Composition of oils.

Fatty Acids (g/100 g Qil) Argan Oil Olive Oil Colza Oil
Myristic acid C14:0 0.1 - -

Palmitic acid C16:0 13.4 9.09 4.5
Palmitoleic acid C16:1 n-7 0.1 0.73 0.3
Stearic acid C18:0 6.5 2.26 1.6
Oleic acid C18:1n-9 46.4 76.35 63
Linoleic acid C18:2n-6 32.2 9.95 19

Linolenic acid C18:3 n-3 0.1 0.86 9

Arachidic acid C20:0 0.4 0.31 0.5
Eicosenoic acid C20:1 0.4 0.35 13
Phytosterol (mg/100 g oil) Cholesterol i 0.06 0.3
Brassicasterol - - 10.1
Campesterol 0.2 3.21 34.4
Campestanol - 0.04 -
Stigmasterol - 1.59 0.2
b-Sitosterol - 84.77 44.5
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A-5-Avenasterol - 5.23
A- 7-Stigmasterol - 0.24
A-7-Avenasterol 4.2 0.336

Spinasterol 35.3 -

Schottenol 43.8 -
Tocopherol (mg/Kg oil) a-Tocopherol 8.3 87.92
y-Tocopherol 88.8 4.62
d-Tocopherol 1.2 7.46

3.1
0.1
0.1

24.03
69.01
6.96

2.1. Oxidative Stress and Inflammatory Biomarkers

LPS-treated groups showed a significant decrease (41%; p < 0.001) in the brain GSH levels
(Figure 1A). By contrast, the liver of LPS-treated mice revealed a significant increase (136%; p < 0.01)
of GSH level compared to the control group (Figure 1C). In both brain and liver, treatment of mice with
AQ, OO0, or CO did not affect the level of GSH. However, in both the brain and liver of LPS-treated mice,

the pretreatment with argan oil maintained the GSH content at the level observed in the control mice (p
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< 0.05) (Figure 1A,C). In addition, although pretreatments with OO or CO helped to maintain liver GSH
content near the control level, these oils failed to maintain control levels of GSH in the brains of LPS-

treated mice (Figure 1A,C).
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Figure 1. Effect of argan oil, olive oil, and colza oil treatments on GSH level (A,C) and lipid peroxidation (B,D) in
brain and liver. Male C57BL/6 mice received for 28 days a standard diet (control: CTRL), a diet enriched with 6% (w/w) AO,
00, or CO, and an intravenous injection of LPS (100ug) four hours antemortem. All values are means + SD (n = 3), Statistical
significance of higher mean signal strength (* p < 0.05) compared to control, (## p < 0.01, # p < 0.05) compared to LPS and ($$$
p <0.001, $$ p <0.01, $ p <0.05) compared to the different treatments with or without LPS administration.

Lipid peroxidation was estimated by measuring the malonaldehyde (MDA) levels in the brains and
livers from AO, OO, and CO and comparing them to the control group of mice. LPS administration led to
a significant increase in MDA levels (215% and 207%. p < 0.05) in the mouse brain and liver, respectively
(Figure 1B,D), compared to the control group. However, after 28 days of treatment, neither AO nor OO
administration significantly affected MDA levels in both brain and liver tissues (Figure 1B,D). Only CO

administration
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revealed a significant increase (120%. p < 0.05) in MDA levels in the liver compared to the mice control
group (Figure 1B,D). Interestingly, LPS-dependent increase in MDA level was attenuated in the brain of
animals pretreated with vegetal oil: AO-LPS group by 64% (p < 0.01), OO-LPS by 65% (p < 0.05), and by
73% (p < 0.05) in CO-LPS group. In conclusion, each of the three oils (AO, OO or CO) prevented the LPS-
induced MDA level with a counteracting effect more important for CO and OO in the brain than in the liver
of LPS-treated mice (Figure 1B,D). Both OO and CO have in common in their composition of B-sitosterol,
by contrast to AO that does not contain this compound. Interestingly, recent data showed that the presence
of p-sitosterol reduces malondialdehyde overproduction during liver injury [24].

Transcriptional levels of the proinflammatory marker tumor necrosis factor-o. (Tnf-a) were
determined in the brain and liver (Figure 2A,B). Intriguingly, LPS treatment did not significantly affect
brain Tnf-a mMRNA levels (Figure 2A). Of note, the basal expression level of Tnf-a was reduced in OO-
and CO-treated mice (Figure 2A). By contrast, in the liver, LPS significantly increased (p < 0.01) TNFa
levels in control mice. This LPS transcriptional effect was prevented by AO pretreatment (p < 0.05)

(Figure 2B). Pretreatments with either OO or CO increased liver Tnf-a mRNA content. In these
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conditions, the LPS-dependent increased expression of Tnf-a was not found (Figure 2B).

Figure 2. Effect of argan oil, olive oil, or colza oil treatment on gene expression of the proinflammatory marker Tnf-a (A,B) in

the brain and liver, respectively, and on the anti-inflammatory marker 11-10 in the liver (C). Male C57BL/6 mice received for 28 days a
standard diet (control (CTRL)), a diet enriched with 6% (w/w) AO, OO, or CO, and intravenous injection of LPS (100 pg) four hours
antemortem. First, total RNA was isolated from mice brains or livers, and then the expression level of genes of interest was quantified by

real-time RT-qPCR. All values are means + SD (n = 3), Statistical significance of higher mean signal strength (** p < 0.01) compared to

control, (## p < 0.01. # p < 0.05) Compared to LPS and ($$$ p < 0.001. $ p < 0.05) compared to the different treatments with or without

LPS administration.

Anti-inflammatory interleukin-10 (IL-10) mRNA levels in the brain but not the liver were below

the detectable threshold. In the liver, LPS treatment also increased the mMRNA expression of 11-10 (p <
0.01). Only OO treatment significantly induced 11-10 mRNA level
(p < 0.01), while AO or CO treatment did not show significant changes (Figure 2C). Both OO-LPS and

CO-LPS groups showed similar levels compared to the LPS-treated group. In comparison, AO-LPS

conveyed a downregulation of 11-10 mRNA expression compared to the LPS-treated group (p < 0.01)

(Figure 2C).
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2.2. Brain and Liver Gene Expression of Peroxisomal Protein-Encoding Genes

Next, we investigated by RT-gPCR the effect of LPS and oil treatments on the expression of
three peroxisomal genes encoding for CAT, SOD1, and ACOX1. In both the brain and liver, catalase
mRNA expression was significantly induced by LPS (Figure 3A,D). However, only in the livers of OO
and CO treatment groups, Cat mRNA was induced (p < 0.001) (Figure 3A,D). Pretreatment with AO or
OO counteracted the LPS-induced catalase induction in the brain as well as in the livers of AO-LPS
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treated group and the OO-LPS group, respectively (p < 0.01) (Figure 3A,D). In the brain, Sod1 mRNA
expression (Figure 3C) was upregulated in all the oil treatment (AO and OO groups (p < 0.01), CO (p <
0.05)) (Figure 3C) and were induced further by LPS challenge. The OO-LPS treated group exhibited a
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significant decrease (p < 0.01) in Sod1 mRNA expression compared with the LPS-treated group (Figure
3C).

Figure 3. Effect of argan oil, olive oil, or colza oil treatment on gene expression of Cat (A,D) and Acox1 (B,E) in brain and
liver, respectively, and Sod in the brain (C). Male C57BL/6 mice received for 28 days a standard diet (control (CTRL)), a diet enriched
with 6% (w/w) AO, OO, or CO, and intravenous injection of LPS (100 pg) four hours antemortem. First, total RNA was isolated from
mice brains and livers, and then the expression level of genes of interest was quantified by real-time RT-gPCR. All values are means
+ SD (n = 3), Statistical significance of higher mean signal strength (*** p < 0.001. ** p <0.01. * p < 0.05) compared to control, (##
p < 0.01. # p < 0.05) Compared to LPS and ($$$ p < 0.001. $$ p < 0.01. $ p < 0.05) compared to the different treatments with or
without LPS administration.

Brain Acox1 mRNA expression did not show significant changes after LPS administration or oils
treatments alone (Figure 3B). In response to LPS injection, hepatic Acox1l mRNA level was significantly
reduced (p < 0.001) in the LPS vs. control group. Acoxl mRNA expression was significantly
downregulated after OO treatment, while there was a non-significant increase after AO treatment, and

after CO treatment there was no change (Figure 3E). Acoxl mRNA expression did not significantly
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increase in oil-pretreated animals injected with LPS (AO-LPS, OO-LPS and CO-LPS groups) vs. LPS
group (Figure 3E).

2.3. Brain and Liver Expressions of Peroxisomal Proteins

Levels of peroxisomal proteins involved in the fatty acid B-oxidation (ABCD1, ABCD2, and
ACOX1) or HyO2-degrading enzyme (CAT) were assessed by immunoblotting. ACOX1, a 72 kDa
polypeptide, is structurally imported into peroxisomes and partially processed into 51 and 21 kDa protein
products. ACOX1 exists as a dimer, composed of only 72 kDa polypeptides or a combination of 72, 51,
and 21 kDa polypeptides [25]. Therefore, an increased signal for 51 kDa peptide could reflect increased

processing of the 72 kDa parent protein.

2.3.1. Brain

LPS treatment increased brain expression of catalase and both ACOX1 72 and 51 kDa peptides,
reduced the expression of ABCD1, and did not affect ABCD2 protein levels (Figure 4). Brain catalase
protein expression was increased by OO or CO treatment and to a lesser extent by AO treatment.
However, AO was the only oil that did not abolish the LPS-induced rise in catalase levels, and instead
maintained the bulk of it (Figure 4). AO, CO, and to a lesser extent OO treatments increased the ACOX1
72 kDa level, while none of the three oils was able to increase the levels of ACOX1 51 kDa polypeptide.
Both ACOX1 72 and 51 kDa peptide levels were induced by LPS administration; the highest induction
of the 51 vs. 72 kDa peptide suggested a rise in the putative ACOX1 processing rates. LPS-AO and LPS-
CO pretreated mice showed a lesser increase in brain ACOX1 72 kDa, in contrast to OO-LPS mice that
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exhibited net inductions of both ACOX1 72 and 51 kDa polypeptides (Figure 4).

Figure 4. Effect of argan oil, olive oil or colza oil treatment on brain expressions of peroxisomal proteins, CAT (A), ACOX1
(B), ABCDL1 (C), ABCD2 (D) and the heatmap for all protein expression (E). Male C57BL/6 mice received for 28 days a standard diet
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(control (CTRL)), a diet enriched with 6% (w/w) AO, OO, or CO, and intravenous injection of LPS (100 pg) four hours antemortem. Brain
homogenates were separated in PAGE-SDS electrophoresis and subjected to immunoblotting as described in Section 4. Band intensities
were analyzed by densitometry and standardized to B-actine expression level. Tables represent the standardized densitometric analysis
obtained after signal intensity quantification of different proteins.

For ABCD1 protein levels in the brain, AO treatment alone and pretreatment in the presence of
LPS could maintain control baseline levels, whereas all other experimental conditions led to a decrease
in brain ABCD1 levels (Figure 4). For ABCD?2, each treatment with one of the three oils decreased the

protein levels; these decreases, as well as control levels, were not affected by LPS (Figure 4).

2.3.2. Liver

LPS treatment induced both CAT and ACOX1 protein levels in the liver to a lesser extent than

in the brain. On the other hand, AO or OO oil treatment increased the hepatic expression of catalase,
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while CO oil did not (Figure 5). ACOX1 72 kDa was augmented by each oil treatment alone and LPS.
The 51 kDa protein levels and hence the processing of the 72 kDa was substantially induced by OO or
CO treatments better than AO treatment. ACOX1 51 kDa processing was increased by LPS which
exacerbated the increase by AO or OO but not CO pretreatment (Figure 5).

Figure 5. Effect of argan oil, olive oil or colza oil treatment on liver expressions of peroxisomal proteins, CAT (A), ACOX1 (B),
ABCDL1 (C), ABCD2 (D) and the heatmap for all protein expression (E). Male C57BL/6 mice received for 28 days a standard diet (control
(CTRL)), a diet enriched with 6% (w/w) AO, OO, or CO, and intravenous injection of LPS (100 ug) four hours antemortem. Liver homogenates
were prepared as described in Section 4. Band intensities were analyzed by densitometry and standardized to B-actin expression level. Tables

represent the standardized densitometric analysis obtained after signal intensity quantification of different proteins.
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Interestingly, ABCD1 protein expression in the liver was largely repressed with the oil
treatments, and this effect was accentuated in pretreated mice in the presence of LPS, with little or no
effect towards control baseline values. For ABCD2, results were more contrasted, showing a hepatic
induction of its expression by AO or OO treatment and repression by CO and by LPS administration with
or without oil pretreatment (Figure 5).

2.4. Brain and Liver Peroxisomal Antioxidant Enzymes Activities

The catalytic activities of three antioxidant enzymes CAT, SOD, and GPx were measured in both
the brain and liver from the different groups of mice. In the brain, LPS significantly increased the activity
of CAT and SOD by 305% and 295%, respectively (p < 0.05) (Figure 6A,B). In the liver, LPS
significantly doubled catalase activity (205%; p < 0.05), while its 1.5-fold increase effect on SOD activity
remained statistically non-significant (p < 0.07) (Figure 6D). In both tissues, the treatment with AO, OO,
or CO alone showed no significant effect on the catalase activity compared to the control group (Figure
6A,B). Interestingly, each oil significantly increased in the brain, but not in the liver, the SOD activity
(151% and 229% p < 0.01) for AO and OO treatments, respectively, and CO (192% p < 0.05 (Figure
6B,D). However, LPS-dependent increase in catalase activity was significantly entirely abolished by
pretreatment with AO (LPS-AO group) and OO (LPS-0O0 group) but not CO pretreatment (Figure 6A,B).
In contrast, SOD activity decreased in the brain by each oil pretreatment (68%; p < 0.05) compared to the
LPS-treated groups (Figure 6C,D).
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Figure 6. Effect of argan oil, olive oil or colza oil treatment on the antioxidant enzymes
activities of CAT (A,B), SOD (C,D), and GPX (E,F) in brain and liver, respectively. C57BL/6 mice
received for 28 days a standard diet (control (CTRL)), a diet enriched with 6% (w/w) AO, OO, or
CO, and intravenous injection of LPS (100 pg) four hours antemortem. Brain and liver homogenates

were prepared as described in Section 4. Results are expressed in (Ul.mg™* = pumol of substrate
transformed/minute/mg of proteins). All values are means + SD (n = 3), statistical significance of
higher mean signal strength (** p < 0.01. * p < 0.05) compared to control, (### p < 0.001, ## p <
0.01, # p < 0.05), compared to LPS and $$ p < 0.01, $ p < 0.05) compared to treatment with or

without LPS administration.

GPX activity was slightly but not significantly increased in brain homogenates by 123% in the
LPS-treated group (Figure 6E). On the contrary, in the liver (Figure 6F), GPX activity was decreased (68%;
p < 0.05) by the LPS treatment compared to the control group. However, none of each oil (AO, OO, or CO)
pretreatment has shown a significant effect on GPX activity. However, in both tissues, these effects were
prevented by oil pretreatment. In the brain, LPS-dependent increase in GPX activity (LPS group) was
significantly attenuated by AO (70%, p < 0.01) and OO (76%; p < 0.01) (AO-LPS and OO-LPS groups,
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respectively) (Figure 6E). In the liver, only CO pretreatment (CO-LPS group) induced a significant increase
in GPX activity (151%; p < 0.05) compared to the LPS-treated group (Figure 6F).

3. Discussion

In previous studies, we have collected compelling evidence of the protective mechanisms of
AO against LPS-induced liver injury [10,18]. However, the potential protective effect of AO against
LPS-induced brain oxidative stress and peroxisome dysfunction has not been investigated so far. In the
present in vivo study, the protective properties of AO (compared to those of OO and CO) have been
explored in the scope of a short-term LPS challenge with a focus on antioxidant mechanisms (GSH,
antioxidant enzymes, ACOX1).

The non-enzymatic GSH antioxidant defense level was evaluated as an essential component of
the intracellular redox balance and cellular biological functions [26]. Four hours after intravenous LPS
injection, hepatic GSH levels increase rapidly, which seems to be maintained for four hours and up to
sixteen hours post LPS injection [10]. It is well known that during endotoxemia, the liver serves as the
primary source of plasma GSH, and this may explain the hepatic increase in GSH level after LPS
injection [27]. However, under oxidative stress, this LPS-dependent GSH induction could depend on
hepatic macrophagederived Kupffer cells and not from endothelial cells [4]. Accordingly, previous
studies suggested that LPS triggers glutathione synthesis de novo in Kupffer cells [28,29]. By contrast,
brain GSH level was downregulated by LPS, as also reported [30] in mice four hours post-LPS injection.
The decrease in brain GSH levels could be related to declining microglial cells. These brain phagocytes
resident cells regulate brain homeostasis and control neuroinflammation [31]. Thus, LPS-treated mice
displayed activated and reactive microglia, particularly in the substantia nigra, leading to neuronal
damage [32].

Moreover, activating both enriched primary microglial cultures and the N11 microglial cell line
by LPS/Interferon leads to a 40% decrease in GSH microglial content [33]. Here, we show that only AO
(but not OO and CO) pretreatment prevented LPS-dependent GSH imbalance by counteracting both the
LPS-induced downregulation in the brain and augmentation in the liver. This phenomenon may be
linked to the antioxidant capacity spectrum of AO, which contains, in addition to polyphenols and
tocopherols, a higher content of coenzyme Q10 and melatonin [34]. Notably, the latter has been shown
to induce the expression of y-glutamylcysteine synthetase, the rate-limiting enzyme of GSH synthesis
[35].

On the other hand, lipid peroxidation is defined as the process under which oxidative stress-
generated free radicals peroxidize polyunsaturated fatty acids esterified in cell membrane phospholipids
[30]. Malonaldehyde, a well-known biomarker for lipid peroxidation [36,37], revealed that short-term

four hours LPS injection via the tail vein led to a significant increase in lipid peroxidation in both brain

.
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and liver tissues. Reportedly, data show that LPS injected intraperitoneally led to a significant increase
in cerebral and hepatic MDA production after 4 h in mice [30] and after 2 h in rats [38], respectively.
These increased lipid peroxidation levels are maintained 12 h after intraperitoneal LPS administration
[38,39]. We found that the pretreatment with oils prevents the effect of LPS on lipid peroxidation.
However, AO showed a more pronounced decrease in MDA production in both brain and liver tissues.
As mentioned above, it is noteworthy that AO harbors one of the highest antioxidant capacities among
edible oils, including melatonin, coenzyme Qio, tocopherols, and ferulic acid [11,37-44]. The
antioxidant nature of AO effects may result from its unique composition in antioxidants and unsaturated
fatty acids, which contribute to cell membranes stabilization and repair of brain and liver tissue damage
caused by LPS [40]. As reported for several edible oils, the unsaturated fatty acids display also
antioxidant properties [41]. Earlier work of Khalouki et al. [12] reported the antioxidant profile of argan
oil, showing that AO phenolic compounds exhibit an antioxidant capacity superior to the soluble form
of vitamin E, Trolox [12]. Total content of antioxidants (range between 456 and 1409 mg/kg) was
reported by Lopez et al. [34], including co-enzyme Q1o, melatonin, polyphenols and tocopherols.
Furthermore, in our previous study, we have measured antioxidant properties of argan and extra virgin

olive oils by Kit Radicaux Libres (KRL) and ferric reducing antioxidant power (FRAP) tests [42].

Regarding the inflammatory status after LPS injection, Tnf-a gene expression increased
enormously in the liver and only slightly decreased in the brain. Although brain Tnf-a expression
moderately affects the oils, this downregulation effect is statistically significant for AO. LPS is a
potent activator of Tnf-o mRNA and protein production, and its accumulation in murine macrophages
[43]. Interestingly, AO-pretreated mice exhibit a significantly limited induction of Tnf-a mMRNA when
compared to OO- or CO-pretreated mice. Correspondingly, Dopp et al. (2002) and Persson et al.
(2006) reported that Tnf-a-treated primary microglial cells exhibit an increase in GSH level
concomitantly to a significant diminution in ROS levels [44,45]. However, oligodendrocytes exhibit
an opposite response to Tnf-a. Thus, the mechanisms related to the effect of AO and other oils need

more investigation to understand the outcome of different brain cell types.

Findings of the present study also include the marked increase in liver 11-10 mRNA expression
in the LPS-treated group. 11-10 is known to have both inflammatory and antiinflammatory actions
[46]. Our data are in agreement with the reported results [47]. Therefore, we suggest that the rise in
11-10 mRNA expression represents an anti-inflammatory response to counteracting the hepatic
inflammation induced by LPS injection. Accordingly, the combined AO and LPS treatment showed a
significant decrease in hepatic 11-10 mRNA expression compared with the LPS alone treated group,

which may attest to the anti-inflammatory role of AO [10].

A partial or complete defect of the peroxisomal compartment is associated with severe
inherited metabolic disorders (e.g., Zellweger syndrome and X-ALD) [6,8,48]. The overall cellular
impact of the resulting peroxisomal metabolism dysfunction encompasses the increases in both

endoplasmic reticulum and mitochondrial stresses [49-52]. The present study explored the brain and
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liver peroxisomal antioxidant and fatty acid Boxidation during sepsis and their potential restoration by
AO. LPS induced both brain Cat and Sod1 mRNA expressions, and a similar result was recorded for
Cat mRNA in the liver. Imbalanced expression of catalase in mice results in enhanced NF-«xB

activation and inflammation and excessive injury to different tissues [53].

Furthermore, it is well established that LPS provokes an increase in SOD mRNA expression
[54-56]. Co-treatment with AO, and to a lesser extent with OO, inhibited the LPS effects in both the
brain and the liver to control levels, CO oil failing to normalize the level of Cat mMRNA expression in
the brain and preserving this level in the liver. The effect of AO might be, among others as mentioned
above, related to its highest content in PUFAs, which have been reported to induce catalase in hepatic
cells [57]. The up-regulation of PPARa by PUFA or palmitoylethanolamide ligands is likely to control
peroxisomal catalase and SOD [58,59]. In light of this, and as we previously reported, AO treatment

triggers the expression of PPARGo, its target genes, and its coactivator PGC-1o in mouse liver [18].

Regarding the enzymatic activity level, our results indicate that LPS injection triggered the
induction of brain peroxisomal enzymatic antioxidants activities such as CAT, SOD, and GPX.
However, a decrease in GPX activity is observed in the liver, and LPS administration may lead to an
essential decrease in antioxidant enzyme activities [60-62]. As discussed previously, the increase in
the peroxisomal antioxidant enzymes activity can be seen as part of a defense mechanism against
cellular free radicals [19,63,64]. Interestingly, LPS dysregulation in the brain and liver antioxidant
status were prevented when mice were pretreated with AO, OO, and CO. Furthermore, the protective
effect was more pronounced, with AO more than OO and CO in preserving brain CAT, SOD, and
GPX activities to control values. As mentioned above, the antioxidant capacity and spectrum of AO
are attributed to its high content in phenolic compounds and tocopherols (a-, B-, y- and &-tocopherols)
[16,65]. Several studies have highlighted a rich chemical composition of AO, which, in terms of
antioxidant compounds, encompasses sterols, tocopherols, polyphenols, and carotenes, all endowed
with strong free radical scavenging properties and robust biological/pathogenesis antioxidant
protection [12,15]. Interestingly, in vitro bioavailability of polyphenols and antioxidant properties of
AO and OO were evaluated by Seiquer et al. [66], showing an increase in polyphenol content and
antioxidant activity during AO digestion. Furthermore, intestinal Caco-2 cells absorb large proportion
of phenol compounds and antioxidant capacity [66]. Some AO compounds (i.e., fatty acids,
phytosterols, polyphenols, tocopherols) that can cross the blood—brain barrier may be neuroprotective
[19]. Accordingly, several dietary phenolic compounds, including curcumin, the yellow pigment in
turmeric, and the green tea flavanol have been shown to exert neuroprotection through the activation
of the nuclear receptor Nrf2 (Nuclear Factor (Erythroid-Derived 2)-Like 2) and its cytoprotective
target genes [67].

Additionally, we have investigated Acoxl mRNA expression in the liver. Acox1 encodes the
first and rate-limiting enzyme in the peroxisomal p-oxidation pathway. Its deficiency leads to the

accumulation of very-long-chain fatty acids (VLCFAs) and a substantial reduction in peroxisome
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abundance [68]. Our results showed significant repression by LPS of hepatic Acox1 mRNA level and
no significant effect on brain Acox1 transcript. AO and OO showed no effect against this repression,
and only CO was shown to significantly enhance the Acox1 mRNA expression. These results are in
agreement with previous studies [18,69]. However, at the protein level, ACOXL1 protein expression
was induced in mice brain and liver treated with LPS alone or pretreated with oil alone (i.e., AO, OO,
or CO) or in the presence of both. An intriguing discrepancy was observed between transcriptional
and translational regulations due to differences in mMRNA and protein decay rates, knowing that
aberrant translation can accelerate mMRNA decay [63]. On the other hand, protein translation is under
the control of the PERK/elF2a-P/ATF4 signaling, which inhibits the decline of protein synthesis
during endoplasmic reticulum stress provoked by LPS [64]. Additionally, the peroxisomal fatty acid
B-oxidation pathway induction by PPARa-dependent PUFA activation has been primarily
documented [6], and this may explain the enhanced ACOX1 protein expression by AO, which
encompasses the highest PUFA content [11,70]. Accordingly, we have previously shown that AO
regulates hepatic fatty acid oxidation pathways through the activation of the nuclear receptors -
PPARa, ERRa- and their coactivator, PGC-1a [18]. The activity of ACOX1 is dependent on the
supply of its substrates (i.e., fatty acids and fatty acyl-CoAs), including transport into the peroxisomal
compartment. ABCD1 and ABCD?2, located in the peroxisomal membrane, are involved in
transporting VLCFACOAs into the peroxisome prior to their g-oxidation [71]. Our results showed that
LPS treatment had a moderate decrease effect on ABCD1 protein expression in the brain, and this
effect was relatively counteracted by AO and CO supplemented diets. On the other hand, LPS did not
affect ABCD2 expression in the brain. Furthermore, LPS treatment did not affect ABCD1 protein
expression in the liver but decreased ABCD2 protein level. In addition, we have previously reported
that knocking of Abcdl or Acoxl mRNA expression in oligodendrocytes resulted in an increased
overproduction of ROS by VLCFA [72].

Interestingly, AO pretreatment rescued the brain protein expression of ABCD1 and was also
shown to induce Abcdl mRNA level [42]. However, ABCD1 dysfunction results in defective transport
of VLCFAs into peroxisomes and hence reduced adequate availability for their p-oxidation.
Consequently, this may lead to increased phospholipids and cholesterol esters containing VLCFAS,

which cause severe neurodegenerative disease in the central nervous system [73].

Collectively, our data showed that the AO protective effects against short-term LPSinduced
brain and liver oxidative stress through the preservation of the peroxisomal antioxidant and fatty acid
B-oxidation functions. Regarding our previous work on liver injury induced after 16 h LPS post-
injection [10], here we showed that the hepato-protective action of AO is effective at short-term (i.e.,
4 h), by normalizing hepatic peroxisomal antioxidant and p-oxidative capacities. For the first time, we
demonstrated that AO also has a neuroprotective effect during sepsis. In the future, a combination of
lipidomic and transcriptomic analysis would clarify the metabolic circuits involved in the AO
hepatoand neuro-protective effects against LPS. Additionally, it would be interesting to explore the

potential effects of individual AO constituents, such as polyphenols. This may bring new arguments
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to the potential beneficial role of AO in the management of sepsis and as an alternative therapy to
synthetic chemical compounds that may have several adverse effects.

4. Material and Methods

4.1. Chemicals and Reagents

RNeasy Mini kit (Qiagen, Courtaboeuf, France), iScript cDNA Synthesis Kit (BioRad, Marnes-la-
Coquette, France) MESA GREEN gPCR MasterMix Plus (Thermo Fischer

Scientific, lllkirch, France), Applied Biosystem Step One QPCR machine (Thermo Fischer
Scientific, lllkirch, France), Potter Elvehjem homogenizer (Dominique Dutscher, Issy-les-

Moulineaux, France), Anti-ABCD1 and anti-ACOX1 (BioPeroxIL laboratory, Dijon, France),

Anti-ABCD2 (ab 102948, Abcam, Cambridge, UK), anti-catalase (AF3398, R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA). Other chemicals were purchased from Sigma-Aldrich (SaintQuentin-
Fallavier, France).

4.2. Mice Treatments

C57BL/6 J male mice (12-16 weeks old, 28-32 g body weight) were purchased from
Pasteur medical Laboratory in Casablanca, Morocco. Mice were used under the recommendations
of the Organization for Economic Co-Operation and Development (OECD), ‘Test no. 407: repeated
dose 28-day oral toxicity study in rodents,” 1995). All animal experiments were approved by the
ethic committee of the faculty of medicine of Hassan Il University and carried out according to
ethical rules of the University of Hassan I, according to the National Institutes of Health guide for
the care and use of Laboratory Animals (NIH publication No. 85-23, revised 1985) for the care and
the use of laboratory animals. All mice were housed in a pathogen-free environment under a light-
dark (12 h-12 h) cycles, relative humidity (45-65%), at a temperature of 22 + 2 °C, and fed with
standard diet and water ad libitum. After 10 days of acclimatization, the mice were randomly divided
to eight groups (5 mice/group), each group receiving for 28 days a standard diet added or not with a
vegetal oil: 2 control groups fed with a standard diet; 2 argan oil groups fed with a standard diet
supplemented with 6% (w/w) AO; 2 olive oil groups fed with a standard diet supplemented with 6%
(w/w) OO and 2 colza oil groups who received a standard diet supplemented with 6% (w/w) CO.
Each oil was solubilized in acetone (1:3 v/v), add to diet pellets and evaporated overnight. Four hours
before euthanasia and during the fed state, one group from each group (control (+LPS), AO (AO +
LPS); OO (OO0 + LPS) and CO (CO + LPS)), received an injection (5 mg/kg) via tail vein of 100 pg
of Escherichia coli 0111:B4 LPS (Sigma, Saint-Quentin-Fallavier, France), solubilized in sterile
phosphate-buffered saline (PBS) or an equal volume of PBS alone [69]. After euthanasia, brain and

liver tissues were immediately frozen in an ethanol-dry ice bath and stored at —80 °C.

4.3. Origin, Extraction and Composition of Qils
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Argan oil (AO) is a virgin edible oil which was extracted by mechanical cold-pressing
roasted kernel of argan (Argania spinosa (L.) Skeels; Sapotaceae), an endemic tree to Morocco.
Argan oil and olive oil (OO) (Olea europaea L. cv. Moroccan picholine) were obtained from

Aklim region, latitude: 34°55%5” North; longitude: 2°26°7” west, Berkane, Morocco. Colza oil (CO)
(Brassica napus subsp. Napus) was obtained from a commercial supermarket.

Fatty acid methyl esters were prepared as described before [12,74]. Briefly, 0.3 g of oil
sample mixed in a heptane and methanolic KOH (2 M) solution, was analyzed by gas
chromatography (GC; HP 6890, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) supplied with a flame
ionization detector and a capillary column (Carbowax 20 M, 30 m x 0.32 mm, 0.25 um thickness,
Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). The nitrogen flow rate was at 2.5 mL/min and the
temperature from 140 to 240 °C at 10 "C/min. Identification of fatty acids was based on their retention

times and those of standards.

Phytosterols analysis were performed as reported by El Kharrassi et al. [74]. Briefly, oil
sample (2.5 g) was diluted in 30 mL ethanolic KOH (2 M) solution. This mixture was maintained
during 30 min at light boiling, then combined with distilled water (25 mL) and petroleum ether (75
mL). The obtained organic phase was washed with distilled water, evaporated in a rotary evaporator,
and then supplemented with 1 mL hexane and spotted on a thin-layer chromatography (TLC,
Biomnis, France). The plate was developed in a solvent solution of hexane/diethyl ether (66:34, v/v).
Then, we dissolved phytosterol extracts in 10 mL chloroform. The dried extract was silylated with
500 pL of a pyridine/hexamethyldisilazane/trimethylchlorosilane (9:3:1, v/v/iv) mixture, evaporated
under nitrogen flow. The analysis was performed in a HP-5 integrated silica capillary column (15 m
x 0.25 mm, 0.25 um thickness) in a gas chromatograph (GC; HP 6890, Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA).

Tocopherols were identified as reported by El Kharrasi et al. [74] using a highperformance
liquid chromatography (HPLC, HP 1050, Hewlett—Packard, Avondale, PA, USA) equipped with an
HP 1047A differential refractometer detector, and an octadecylsilane silica (C18) column. Elution

of tocopherols was achieved by an isooctane/isopropanol (99:1, v/v) solvent.
4.4, Tissue Homogenates Preparation for Enzymatic Activity Assays

Homogenates were prepared by grinding animal’s livers and brains in 10% (w/v) for the
livers and 4% (w/v) for the brain potassium phosphate buffer 0.05 M, pH 7.4, respectively. Tissues
were homogenized using potter Elvehjem homogenizer (Dominique Deutscher, Issy-les-
Moulineaux, France). Homogenates were centrifuged for 10 min at 3000x g at 4 °C and
supernatants considered as extracts were stored at —20 °C. Protein content was measured using

bovine serum albumin as a standard, according to the method described by Lowry et al. [75].

4.5. Measurement of Enzymatic Activities




[Tapezici]

4.5.1. Determination of Catalase Activity

Catalase activity was determined as described before [76]. The assay mixture containing 10
ML of the extracts and 30 pL of H202 (7.3 mM solution) was incubated on ice for 5 min. The reaction
was then quenched by adding 20 pL of sulfuric acid H.SOs, 6 N. The amount of H.O, remaining in
the reaction mixture after 5 min of catalase action was determined by titration with 140 pL of 2 mM
potassium permanganate (KMnOg). The rate of decomposition of H>O, was measured by
spectrophotometry at 480 nm. The specific catalase activity is expressed as pmole/min/mg of protein.

4.5.2. Determination of Superoxide Dismutase Activity

Superoxide dismutase activity was assessed by the method described before [77]. This method
involves the inhibition of tetrazolium nitroblue reduction (NBT) using riboflavin as a superoxide
generator. The homogenate (20 uL) was mixed in a 50 mM phosphate buffer containing 0.025% Triton
X-100, 75 mM nitro blue tetrazolium chloride NBT, 0.1 mM EDTA pH 8 and 12 mM L-methionine.
The reaction is initiated by adding 2 uM riboflavin at room temperature, and the absorbance is read at
560 nm.

4.5.3. Determination of Glutathione Peroxidase Activity

Glutathione peroxidase activity was measured following the method of Flohé and Giinzler
[78]. Briefly, homogenate (300 pL) was incubated for 15 min at 37 °C in a reaction mixture containing
300 pL of potassium phosphate buffer (0.1 M, pH 7.0), 200 pL GSH (reduced glutathione, 2 mM),
100 pL H202 (1 mM) and 100 pL sodium azide (1 mM). Then, 0.5 mL of TCA (5%) was added to
stop the reaction. After centrifugation for 5 min at 1500x g, 100 pL of the supernatant was collected
and added to 200 pL of phosphate buffer (50 mM, pH 7.0) and 0.7 mL of (5,5-dithiobis (2-nitrobenzoic
acid; DTNB) buffer (0.4 mg/mL). The absorbance was measured at 420 nm.

4.6. Determination of Reduced Glutathione Level

The level of reduced glutathione was evaluated by the method of Ellman [79]. Brains or livers
homogenates (400 uL) were mixed with Trichloroacetic acid (5%) and centrifuged at 12,000 g for
10 min. The supernatant (50 uL) was diluted in 850 pL of phosphate buffer (50 mM, pH 8) and 100
pL of DTNB (6 mM) was added. The absorbance was read at 412 nm within 5 min against a blank
containing the same reagents. The GSH concentrations were calculated by using a standard glutathione

curve.
4.7. MDA Level Evaluation

Lipid peroxidation was measured via the thiobarbituric acid-colored reaction as described
before [80]. The reaction mixture containing 0.5 mL of the homogenate, 0.5 mL of trichloroacetic acid
(TCA, 20%) and 1 mL of thiobarbituric acid (TBA, 0.67%) was heated at 100 “C for 15 min. After
cooling, MDA was extracted with n-butanol; centrifugation at 3000x g for 15 min was carried out,

and the absorbance of the organic layer was measured at 532 nm.
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4.8. Quantification of Gene Expression by RT-qPCR

Total RNA from brain and livers tissues was isolated using the RNeasy Mini kit

(Qiagen, Courtaboeuf, France) following the manufacturer’s instructions. Total mRNA
concentration was measured by spectrophotometry at 260 nm using a TrayCell (Hellma, Paris,
France). The purity of nucleic acids was checked by measuring the ratio of the absorbance 260 nm/280
nm, between 1.8 and 2.2. Next, one pg of mRNA was reverse transcribed to generate cDNA using
iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad). The cDNAs were then used for quantitative PCR analysis of
specific genes (Thermo Fischer Scientific). All PCR reactions were performed in triplicate, using the
MESA GREEN gPCR MasterMix Plus (Thermo Fischer Scientific), on an Applied Biosystem Step
One QPCR machine (Life Science Technologies). The primers sequences are detailed in Table 2.
Thermal cycling conditions were as follows: activation of DNA polymerase at 95 °C for 10 min,
followed by 40 cycles of amplification at 95 °C for 15 s, 60 °C for 30 s, and 72 °C for 30 s. At the end
of the reaction, a melting curve analysis was calculated to test the absence of non-specific products.
For each transcript, the amplification efficiency was determined by the slope of the standard curve
generated from two-fold serial dilutions of cDNA. Gene expression was quantified using cycle
threshold (Ct) values and normalized by the 36B4 reference gene. Relative expression of genes was

determined according to 2744 method.

Table 2. Sequences of the primers used for PCR.

Gene Name Primer Sequences

5 GCTGGACAACATACTGCTAACC 3°

H10-E 1110- 5 CCCAAGTAACCCTTAAAGTCCTG
R 3
Acox1-F Acoxl- 50 TCGAAGCCAGCGTTACGAG3®
R 5 GGTCTGCGATGCCAAATTCC3?
Tnf o-F 5 GACGTGGAAGTGGCAGAAGAG3? 5°
Tnfo-R TGCCACAAGCAGGAATGAGAZ’
Catalase-F 50 AGCGACCAGATGAAGCAGTG3®
Catalase-R 5°TCCGCTCTCTGTCAAAGTGTG3?
Sod1-F Sod1- 5°AACCAGTTGTGTTGTCAGGAC3?
R 5°CCACCATGTTTCTTAGAGTGAGG3’
36b4-F 5°CGACCTGGAAGTCCAACTAC3?
36b4-R 5°ATCTGCTGCATCTGCTTGS’

4.9. Immunoblotting
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Mice brains and livers were lysed in 4% (w/v) or 10% (w/v) RIPA buffer (50 mM TrisHCI, pH8.0,
150 mM NaCl, 1% NP-40, 0,1% SDS, 0.5% sodium deoxycholate), respectively, using a potter Elvehjem
homogenizer (Dominique Deutscher, Issy-les-Moulineaux, France). The lysates were centrifuged at 10,000x
g for 10 min at 4 °C, and the supernatants were collected. Their protein content was determined using the
Bicinchoninic Acid Solution (Thermo Fisher Scientific). Fifty pg of proteins were diluted (v/v) in the loading
buffer (125 mM Tris-HCI, pH 6.8, 4% SDS, 20% glycerol, 14% mercaptoethanol, and 0.003% Bromophenol
blue) and heated at 100 °C for 5 min, then separated on a 10% SDS-PAGE, and transferred into PVDF
membrane. After blocking non-specific binding sites with 5% nonfat milk in TBST (10 mM Tris-HCI, 150
mM NaCl, 0.1% Tween 20, pH 8) for 1 h at room temperature, the membrane was incubated overnight at 4
°C with the primary antibody diluted in 1% milk TBST (anti-ABCDI1,“serum 029” from BioPeroxIL
laboratory, [81] dilution 1/2000; anti-ABCD2, ab 102948, ab 102948 from Abcam, dilution 1/1000; anti-
catalase, AF3398 from R&D Systems, dilution 1/400; anti-b-actin, A2228 from Sigma-Aldrich, dilution
1/10,000). After three washes for 10 min in PBST, the membranes were incubated for 1 h at room temperature
with a secondary appropriate horseradish peroxidase-conjugated antibody diluted in 1% milk TBST (dilution
1/5000). The membranes were then washed three times in TPBS for 10 min. and the immunoreactivity was
revealed by enhanced chemiluminescence using the Supersignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate
(ThermoFisher Scientific) and a Chemidoc XRS+ device (Bio-Rad). Images processing and quantification

was performed using the Image Lab software (Bio-Rad).
4.10. Statistics

The data is presented as mean values £ SE. Excel (Microsoft, WA, USA) was used for statical
Analysis by t-test. The differences between the groups analyzed. Statistical significance was defined as a p
value of less than 0.05.
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Discussion

Le lipopolysaccharide (LPS) ou endotoxine est un glycolipide qui constitue une portion
majeure de la membrane externe des bactérie Gram-négative (Raetz, 1990). Il ressort de ce
travail que le LPS induit une forte perturbation de I’équilibre redox dans le foie et le cerveau
des souris accompagné d’une dérégulation de la fonction peroxysomale et une induction de
I’inflammation. Ces effets déléteres ont été atténué ou complétement supprimés par ’action de

I’huile d’argan aussi bien dans le cerveau que dans le foie.

Apres 28 jours de traitement avec ’'HA, I’HO ou I’HC et/ou I'injection du LPS quatre
heures ante-mortem, nous avons évalué la concentration du glutathion dans sa forme réduite
GSH, et le niveau de la peroxydation lipidique via le dosage du MDA. Le GSH est un substrat
qui joue un réle majeure dans la déefense de la cellule contre les radicaux libres (Schmitt et al.,
2015). Les résultats ont montré une augmentation de la GSH hepatique en réponse au traitement
avec le LPS, les résultats trouves sont en accord avec les résultats décrite par (Al-Rikabi et al.,
2020; Sewerynek et al., 1995), alors que la GSH cérébrale a été diminué significativement apres
injection du LPS en comparaison avec les souris control. Ces perturbations dans la teneur
hépatique et cérébrale en GSH ont été atténué par le prétraitement avec I’huile d’argan et non
pas I’huile d’olive ou I’huile de colza. L’huile d’argan est plus riche en Co-Q10 que I’huile
d’olive et I’huile de colza cette coenzyme joue le role d’un régulateur du taux de la GSH
(Yenilmez et al., 2010), et protége les membranes cellulaire contre la peroxydation lipidique.
Cette derniere a été évalué par le dosage du taux du MDA considéré comme I'un des produits
finaux de la peroxydation des acides gras polyinsaturés dans les cellules. La peroxydation
lipidique peut entrainer des changements dans la fluidité et la perméabilité des membranes
cellulaires, elle peut aussi augmenter le taux de dégradation des protéines, qui enfin conduit a
la lyse cellulaire (Horton and Walker, 1993). L’injection du LPS entraine une augmentation
significative du MDA aussi bien dans le cerveau que dans le foie, I’induction du MDA par le
LPS a été largement documenté (Doganyigit et al., 2013; Noworyta-Sokotowska et al., 2013;
Savran et al., 2019; Swarnkar et al., 2009). Cet effet a été efficacement atténué par non
seulement I’huile d’argan , mais aussi ’huile d’olive et de colza. la composition riche de I’huile
d’argan en Vitamine E, acide férulique et d’autres antioxydants qui jouent un rdle important
dans la stabilisation des membranes cellulaires et la protection de leurs intégrités (Drissi et al.,

2004b; Lopez et al., 2013; Rachida et al., 2013b). Dans le cerveau la peroxydation lipidique est
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considéré comme un facteurs majeure déclenchant les maladies neurodégénératives (Reed,
2011; Shichiri, 2014). Quant a I’évaluation des marqueurs de I’inflammation les résultats
montrent que le LPS induit une forte augmentation de I’expression de I’ARNm du 7NFa une
cytokine pro-inflammatoire qui est considérée comme une cytokine centrale dans la
pathogenése du choc septique (Mira et al., 1999). Le LPS est un puissant activateur de la
production et de I'accumulation d’ARNm et de protéines de TNF-alpha dans les macrophages
murins (Shi et al., 2021) .11 orchestre I’inflammation qui lorsqu’elle devient chronique ou dure
trop longtemps, conduit au développement et ou a la progressions de plusieurs maladies. Aussi
parmi les résultats marquant cette étude 1’¢lévation de I’expression de I’ARNm de I’'IL10 par
le LPS, ces données sont en accord avec les résultats trouvés par (Abdel-Salam et al., 2014; Ko
et al., 2008). Aussi nos résultats montrent que 1’injection du LPS une augmentation significative
de I’activité antioxydante des enzymes peroxysomales comme la catalase, la SOD, et la GPX
dans le cerveau, seul l’activité de la GPX a été diminué dans le foie. Le LPS induit une
augmentation des activites des enzymes antioxydantes (Dalia et al., 2015; EI Kamouni et al.,
2017b). L’augmentation de I’ activité des enzymes antioxydantes peroxysomale refléte une
forte perturbation du statut antioxydant hépatique et cérébrale cette perturbation peut conduire
a des lésions cérébrales et hépatiques irréversible (Shirley et al., 2014), le stress oxydatif joue
un role majeur dans 1’induction des Iésions tissulaires du cerveau (Wang and Michaelis, 2010).
Cependant, nous avons constaté une diminution de I’activité de la GPX dans le foie en réponse
a la stimulation avec les LPS. Ce dernier peut entrainer une diminution importante de la GPX
hépatique chez la souris et le rat (Bharrhan et al., 2010; Kim and Ha, 2010). Ces effets déléteres
causé par le LPS ont été prévenue chez les souris ayant recues un prétraitement avec 1’huile
d’argan, d’olive ou de colza. Pourtant cet effet hépato et neuro- protecteur a été plus prononcé
chez les souris prétraitées avec I’huile d’argan en comparaison avec les deux autres huiles.
Grace a sa composition riche en polyphénols, tocophérols et phytostérols 1’huile d’argan est
douté d’un grand pouvoir antioxydant et antiradicalaire (Drissi et al., 2004b; Mansour et al.,
2018; Marfil et al., 2011b).
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Article 3 : Spinasterol et schottenol déminuent le sterss
oxydatif et améliore la fonction peroxysomale altéré par
le LPS

Introduction

Dans ce troisieme et dernier chapitre, et apres avoir étudier 1’effet de ’huile d’argan
entiere sur deux modeles différents in-vitro et in-vivo et afin de déterminer les composants
majeurs derriére I’activité biologique de I’huile d’argan, nous avons choisi de focalisé nos
études cette fois ci sur les phytostérols de I’huile d’argan essentiellement le schotténol et le
spinastérol , vu les résultats prometteuses qu’on a eu sur le cerveau dans 1’étude in-vivo nous
avons choisi d’étudier I’effet de ces deux phytostérols chez un modele de cellules neuronales
murins qui est la lignée cellulaire murine microgliale BV-2 de type sauvage (WT) et déficiente
en Acoxl (Acoxl -/-) obtenues par la technique CRISPR-Cas 9 (Raas et al., 2018).

Les effets antioxydants et anti-inflammatoires de I’huile d’argan ont été discuté dans
plusieurs études (Drissi et al., 2004b; EI Kamouni et al., 2017b; Kamal et al., 2019b, 2017; H.
B. Menni et al., 2019), Cependant le nombres des études s’intéressant a 1’identification des
molécules responsable de cette activité biologique reste limité, en particulier les études sur les
phytostérols de 1’huile d’argan (Badreddine et al., 2015; El Kharrassi et al., 2014b).

La présente étude avait pour objectif I’évaluation de I’effet cytoprotecteur des deux
phytostérols majeurs de I’huile d’argan ( schotténol et spinasterol) contre le stress oxydatif, la
dérégulation de la fonction peroxysomale et I’inflammation induite par le LPS chez les BV-2
WT et (Acoxl -/-). Dans cette optique le test MTT a été performé pour déterminer les
concentration qui ne présentent aucune cytotoxicité et / ou n’influence pas la viabilité des BV-
2 WT et (Acox1 -/-) pour cela une gamme de concentration de schotténol et spinasterol ( 0 a
20uM) a été testé pendant 24h et 48h, le 7KC a été utilisé comme contréle positif. Le 7KC est
un produit d'oxydation majeur toxique et pro-oxydant du cholestérol connu pour son effet
cytotoxique (Nury et al.,, 2013). Afin d’évaluer I’effet cytoprotecteur du scottenol et du
spinasterol différents parametres ont été évalués. La production du monoxyde d’azote (NO)
dans le milieu de culture par les BV-2 WT et (Acox1 -/-) a été estimé en utilisant le Griess test,
une méthode colorimétrique souvent exploitée pour l'analyse quantitative des NO en milieu

aqueux. Ensuite la capacité du schottenol et spinasterol a inhiber la production des ERO induite
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par le LPS a été evalué par la H2-DCFDA une sonde spécifique de la détection du H.O> mais
peut étre oxydé par le radical hydroxyle, les hydro peroxydes et le peroxynitrite avec une
sensibilité considérablement réduite par rapport a celle du H202 (Yang et al., 2014). La sonde
DHE a été utilisé¢ également pour la détection des radicaux superoxydes. Ensuite I’'impact des
deux phytostérols sur la fonction peroxysomale a été étudier par la mesure des niveaux des
transcrits impliqués dans le transport des AGTL ( ABCD1 et ABCD2), I’enzyme limitante de la
B-oxydation peroxysomale Acoxl et la Cat, ainsi que leurs expressions protéique par western
blotting. , puis I’expression des ARNm des protéines marqueurs de I’inflammation ( 7NFa, IL-
1f, iNOS et IL-4) a été évaluer. Enfin I’activité enzymatique de la Cat a été mesuré dans les

deux lignées cellulaire hors I’activité de I’ Acox1 a été évalué seulement dans les BV-2 WT.
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Two argan oil phytosterols, Schottenol and

Spinasterol, attenuate oxidative stress and restore LPS-
dysregulated peroxisomal functions in BV-2 microglial
cells
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Abstract: Oxidative stress and inflammation are the key players in
neuroinflammation, in which, microglia dysfunction plays a central role. Previous
studies suggest that argan oil attenuate oxidative stress, inflammation and
peroxisomes dysfunction in the mouse brain. In this study we explored the effects
of two major argan oil phytosterols, Schottenol (Schot) and Spinasterol (Spina), on
oxidative stress, inflammation and peroxisomal dysfunctions in two murine
microglial BV-2 cell lines, Wild type (Wt) and the Acyl-CoA oxidase 1 (Acox1)-
deficient cells challenged with LPS treatment. Our results showed, using MTT test,
that only Spina treatment exhibit a significant 20% of negative cells with
depolarized mitochondria at 20uM. However, no cytotoxicity was observed with
concentrations up to 5uM for both phytosterols. In LPS-activated microglial cells,
cotreatment with each of these phytosterols, revealed a significant decrease in
intracellular ROS production and in NO level released in the culture medium. On
the other hand, LPS treatment dysregulated peroxisomal antioxidant and fatty
acid oxidation pathway. However, both Schot or Spina treatment normalizes the
catalase activity, and enhanced ACOX1 activity. These data suggest that Schot or
Spina can protect cell from oxidative stress and its harmful consequences on
peroxisomal functions and homeostasis of microglial cells, which play a key role
in brain neuroinflammation.

Keywords: Argan oil; Spina; Schot, peroxisome, microglia, ACOX1, inflammation,
PPAR, catalase, LPS. (List three to ten pertinent keywords specific to the article
yet reasonably common within the subject discipline.)
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1. Introduction

Microglial cells play a sentinel role in the regulation of the brain development and homeostasis [1].
They are involved in the oxidative stress, the neuroinflammation and the physiopathogenesis of
several neurodegenerative diseases, including Alzheimer disease, multiple sclerosis and
peroxisomal leukodystrophies [2]. Activated microglia may disturb healthy neurons leading to
neurodegeneration [3], by producing proinflammatory molecules, counting tumor necrosis factor-
o (TNF-a), interleukin (IL)-1, IL-6, reactive oxygen species (ROS) and nitric oxide (NO) [4-6].
Activation of microglia can also be triggered by Lipopolysaccharides (LPS) in the brain of animal
models for sepsis [7,8]. Furthermore, LPS-activated microglia can trigger the death of growing
oligodendrocytes [9]. Release of ROS by LPS-activated microglia is a key step in the generation of
neurotoxicity [10], which can be principally abrogated by neutralizing the extracellular hydrogen
peroxide and superoxide by catalase and superoxyde dismutase treatment respectively [11,12].

This underlines the key antioxidant function of peroxisomal proteins.

Peroxisomal leukodystrophies are illustrated by the peroxisome biogenesis disorders caused by a
mutation of one of the peroxin encoding genes, leading to Zellweger syndrome spectrum [13,14].
On the other hand, inborn errors in the transport or in the metabolism of very long chain fatty acids
(VLCFA) into the peroxisome are associated with the ATP binding cassette transporter D1(ABCD1)
mutations in x-adrenoleukodystrophy and acyl-CoA oxidase 1 (ACOX1) gene deletions/mutations
in ACOX1 deficiency respectively [2,13]. In these leukodystrophies increased oxidative stress,
associated with peroxisomal metabolism dysfunction, is now considered as the first hit in the

development of neurodegeneration and the progressive demyelination [15].

In the aim to decipher the role of microglia in the physiopathogenesis of the peroxisomal
leukodystrophies, we generated by CRISPR/Cas9 gene-editing microglial cell models deficient in
peroxisomal VLCFA B-oxidation pathway. [16,17]. Among these cell models, microglial BV-2-Acox1
/- cell line revealed a deep change in the expression of several key genes involved in microglial
functions related to antioxidant activity, inflammation and phagocytosis [17]. Recently, we
reported that argan oil (AO) pretreatment can abrogate the early oxidative stress caused by LPS
and preserve peroxisomal functions, including antioxidant and B-oxidation activities, in both brain
and liver mouse tissues [18]. In oligodendrocytes, AO has been shown to attenuate oxidative stress,
organelle dysfunctions and cell death generated by pro-oxidant compounds such as 7-
ketocholesterol [19]. In addition, the AO phytosterols, Schot (Schot) and Spina (Spina), are able to

modulate the mitochondrial membrane potential of the microglial BV-2 cells [20].

Phytosterols enriched foods have been marketed for decades and have gained much attention in
the last few years (Lin et al., 2016). They belong to the triterpene family with a cholesterol-like

structure and are presents at high concentration in edible vegetable oils (Jones et al., 1997). Total
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phytosterols varies between 83 and 160 mg/ 100 g of argan oil, which contains as major sterols in
mg/100g oil: a-cholestanol (12.63%), compestanol (3.73%) campesterol (0.2%), A-7-Avenasterol
(4.2%), B-Sitosterol (3.56%), spinasterol (35.3%) and schottenol (43,8%) [20,21]. Phytosterols are
widely used as food supplements and claimed with high benefice to human in health and disease
(Mukherjee, 2019). The pharmacological properties of plant phytosterols on human health have
been investigated in several studies (Yuan et al., 2019). Phytosterols interfere with the intestinal
absorption of cholesterol, leading to the reduction of blood cholesterol levels (Hayes et al., 2004;
Jones et al.,, 1997; Varady et al., 2007) and underlining their benefice in lowering the risk of
cardiovascular disease (Moghadasian, 2000). Phytosterols revealed also significant anti-
inflammatory, antibacterial, anti-ulcerative, and antitumor properties (Arisawa et al., 1985; Berger
et al., 2004; Yuan et al., 2019). These compounds reduced the expression of the pro-inflammatory
mediators (i.e., cyclooxygenase-2 and nitric oxide synthase (iNOS)), in LPS-stimulated RAW264.7

macrophages (Huang et al., 2008).

Although the antioxidant and anti-inflammatory effects of AO have been particularly investigated,
up-to date few data described the compounds responsible for its biological activities. Here we
attempted to investigate the antioxidant and the anti-inflammatory effects, as well as the
restoration capacity of peroxisomal functions of two major argan oil phytosterols derivatives, Schot
and Spina. In this study, we investigated there effects on both Wild type (Wt) and ACOX1 deficient
(Acox17") BV-2 cell lines, activated or not by LPS (Raas et al., 2018).

2. Materials and Methods
2.1. Cells culture and treatments

The BV-2 microglial Murine cell line wild-type (WT) and Knockout Acox1”" were grown and
maintained in Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM, Lonza, Amboise, France))
supplemented with 10% fetal bovine heat- inactivated serum ((Dutscher, Brumath, France) and 1%
penicillin/streptomycin antibiotics (Dutscher). Cells were cultured in appropriate seeding density
at 37°Cin a humidified incubator under 5% CO,. Cells were trypsinized (0.05% trypsin—-0.02% EDTA

solution).

Schot and Spina were synthesized by Pr. Mohammad Samadi and previously characterized (Ref). 5
mg of Schot or Spina were diluted in 500ul of absolute ethanol, afterwards the solutions were
sonicated for 10 min then stored at 4°C until use by dilution in the culture medium to achieve the
final concentrations as indicated in the figures. The 7-Ketocholesterol (7-KC) known for its
cytotoxicity was used as a positive control in the MTT assay. Stock solution was prepared by
dissolving 5mg of 7-KC in 250 ul of absolute ethanol, then diluted in the culture medium to achieve

a final concentration of 20 uM.
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2.2. MTT test

MTT test was used to evaluate the cytotoxicity of Spina and Schot at 24h and 48h treatment on
BV2-Wt and BV2-Acox1-/- cells proliferation and/or viability. Cells were seeded in 24-well-plates
(4*104 cells/well) and treated for 24h or 48h with Spina at: 1; 2.5; 5 or 20 uM, with Schot at:1; 2.5;
5 or 20 uM, or with 7KC at 20uM as a positive control. At the end of the treatment, cells were
incubated for 3h with an MTT solution at final concentration of 0.05mg/ml. After the incubation
1ml of DMSO/well was added in order to dissolve the formazan crystals. Absorbance was measured

at 595nm.
2.3. Griess test

Nitric oxide production in the culture medium was measured using the Griess reagent test. 24h
after cell incubation with different treatment: Schot at 1 or 2.5uM and Spina 1 or 2.5uM. Activation
was performed with LPS (1ug/ml). The supernatant was removed and placed in a 96-well plate, an
equal volume of griess reagent (1% sulphanilamide, 0.1% naphthyl-ethylene-diamine in 5% H3P04)
was added, after 30min incubation in the dark at RT the absorbance was measured at 540 nm. For

the calibration curve, NaNO2 dilutions from 0.39 to 100uM were used.
2.4. Measurement of intracellular ROS

Intracellular ROS production level were measured using 2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate
H2DCFDA and dihydroethidium (DHE) assays. Cells were seeded in a 96-well-plate at a density of
2x104 cells/well in DMEM phenol red-free medium for 7h with different treatment with or without
LPS stimulation. Then treatment medium was discarded and cells were washed with PBS and
incubated with either 5 uM H2DCFDA or 10 uM DHE for 70 min at 37°Cin 5% CO2. Cell fluorescence
emission was measured using a fluorescence spectrophotometer (Tecan Infinite Pro M200).

Hoechst staining was used to estimate cells density and calculate ROS production per cell.
2.5. Cells homogenate preparation

BV-2 cells (8 x106) were rinsed in PBS and then lysed in RIPA lysis buffer (Tris 1M; NaCl 150 mM;
NP-40 at 1% ; SDS 0,1% and desoxycholate sodium 1%) containing a mixture of protease inhibitors.
Cells were homogenized on ice using by ultrasound then centrifuged for 30 min at 50 000g. The
supernatants were collected and the protein content was measured using bovine serum albumin
as a standard and Bicinchoninic Acid Kit (SigmaAldrich). Samples were stored at -80°C until use for

further experiments.
2.6. Catalase Activity measurement

Catalase activity was evaluated following a photometric measurement of the H202 decomposition

by catalase contained in the cell extract at 240 nm. The reaction was carried out in special UV
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microplate of 96 well (type Greiner 655801). A reaction mixture of H202 solution (30%), Tris-HCI
buffer (1M, pH 7.4) was added to the cell extract and the reaction was followed for 2 min. One unit
of the enzyme is defined as 1 umol of H202 consumed per minute and the specific activity is

reported as units per milligram of protein
2.7. Acyl-CoA oxidase 1 activity measurement

Measurement of ACOX1 activity was performed according to the protocol described by Oaxaca-
castillo et al. (2009) using a fluorimetric based assay. The reaction was carried out in a 96 well plate,
a reaction mixture of 200 pl containing Tris buffer (50 mM, pH 8.3), horseradish peroxidase (20
mg/mL), homovanillic acid (0.75 mM), and acyl-CoA substrate (palmitoyl-CoA at 50 mM final
concentration). The reaction was started at 30°C by the addition of 10 ul of enzymatic solution. The
kinetics of appearance of fluorescence was measured at 420 nm every 30 seconds for 120 cycles
(total kinetic of 60 minutes) using a fluorimeter (Fluorimeter/luminometer Infinite M200 pro,
TECAN). The initial rate of the reaction was determined from the kinetic curves and the calculation
of the specific activity of ACOX1 is expressed in units of H202 produced per minute per milligram

of protein.
2.8.Immunoblotting

Cell protein lysate was prepared as described above. Fifty pg of proteins were diluted (v/v) in the
loading buffer (125 mM Tris-HCl, pH 6.8, 4% SDS, 20% glycerol, 14% mercaptoethanol, and 0.003%
Bromophenol blue) and complete denaturation of proteins was obtained by incubation at 100 °C
for 5 min. Samples were then separated on a 10% SDS-PAGE gel, and then transferred onto PVDF
membrane. The non-specific binding sites were blocked with 5% nonfat milk in TBST (10 mM Tris-
HClI, 150 mM NaCl, 0.1% Tween 20, pH 8) for 1 h at room temperature. The membrane was
incubated with the primary antibody diluted in 1% milk TBST over-night at 4 °C. (anti-ABCD1,“serum
029” from BioPeroxIL laboratory, [81] dilution 1/2000; anti-ABCD2, ab 102948, ab 102948 from
Abcam, dilution 1/1000 ; anti-catalase, AF3398 from R&D Systems, dilution 1/400; anti-B-actin,
A2228 from Sigma-Aldrich, dilution 1/10,000). Following three washes for 10 min in PBST, the
membranes were immersed for 1 h at room temperature with an appropriate secondary antibody
(dilution 1/5000 in 1% milk TBST) conjugated to horseradish peroxidase. We washed then
membranes three times in TPBS for 10 min. and the Supersignal West Femto Maximum Sensitivity
Substrate (ThermoFisher Scientific) was used to reveal the immunoreactivity through enhanced
chemiluminescence and a Chemidoc XRS+ device (Bio-Rad). Using the Image Lab software (Bio-

Rad), we performed the images processing and quantification.

2.9. Quantitative Reverse transcription-PCR
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We used RT-QPCR to determine mRNA expression in microglia cell lines, BV-2 Wt and Acox1-/-,
after different treatments. Cells were collected by trypsinization (trypsin-EDTA (2mM) solution)
and then washed twice with PBS after centrifugation for 5 min at 300g. Cell pellets were used for
total RNA extraction and purification using the RNeasy Mini kit (Qiagen, Valencia, CA, USA)
following the manufacturer’s instructions. The purity of nucleic acids was controlled by the ratio of
absorbance at 260 nm to 280 nm, accepting a ratio between 1.8 and 2.2. cDNA was generated by
reverse transcription using iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad) according to the manufacturer’s
instructions. Quantitative PCR of cDNA was realized using the FG Power SYBR Green (Thermo
Fischer Scientific). and an iCycler iQ Real-Time Detection System (Bio-Rad). Primer sequences are
described in the Table 1. PCR reactions were realized in triplicate in a final volume of 15 pL
containing 7.5 pL of MESA Green qPCR Mastermix (Eurogentec, Uppsala, Sweden), 3.5 puL of cDNA
and forward and reverse primers at 300 nM. Thermal cycling conditions were accomplished by
activation of DNA polymerase at 95 °C for 10 min, followed by 40 cycles of amplification at 95 °C
for 15s, 60 °C for 30 s, and 72 °C for 30 s. The melting curve analysis was realized to control for the
absence of non-specific products. For each transcript, the amplification efficiency was determined
by the slope of the standard curve generated from twofold serial dilutions of cDNA. The 2-AACt
method was used to determine the relative gene expression. Results are depicted as graphs of
relative expression data (fold induction) with fold positive values representing the up-regulation,

fold negative values the down-regulation, and 0 as no variation of the expression [22].
3. Results
3.1. Effect of SC and SP on mitochondrial function

In order to evaluate the effect of scottenol and Spina on the mitochondrial function and cell viability
of BV-2 (WT and Acox 1-/-), MTT test was performed. The effect
of Spina and Schot on cell viability was assessed at various concentrations ( 1- 2.5- 5 and 20 uM)
for 24 and 48 hours. 7-ketocholesterol was used at (20pM) as a positive control. No cytotoxic effect
was shown under Schot and spinastrol at (1 and 2.5 uM) treatment for 24h (figl. A and B). No
significant difference was found between the effect of the two PSs on BV-2 WT and Acox 1-/-. even
at the highest concentration tested which is 20uM, cells viability showed to be stable around 75
%, However, treatment with SC and SP for 48h showed a more pronounced effect, SC treatment
induced a decrease of cell viability by 40% at 20uM whereas BV-2 WT showed to be more sensitive

to SC treatment compared to BV-2 Acox1 -/- cells (60% vs 63%) respectively (fig 1. C).
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proliferation and viability were assessed by the MTT test. Cells were treated with Schot or Spina
with a range of concentrations from 1 to 20 uM for 24 or 48 hours. 7-Ketocholesterol (7-KC) (20uM)
was used as a positive control. Values were normalized to the control and were considered

statistically significance (Student t-test) at P< 0.05 (*).

On the other hand BV-2 Acox1 -/- showed to be highly sensitive to SP treatment compared with
BV-2 WT cells especially at ( 1 and 2.5uM). like SC, at 48h SP decreased cells (BV-2 WT and Acox 1-
/-) viability by almost 40%. Moreover data obtained after 7-KC treatment (fig 1. E) revealed that
mitochondrial activity of BV-2 Acox 1-/- cells was significantly affected by 7-KC treatment at 24h
compared to BV-2 WT. Cell viability of both type of cells was reduced in response to 7-KC treatment
at 24 and 48h, the inhibition of cell growth reached 75% when BV-2 Acox 1-/- cells were treated
with 7-KC for 48h. 7KC is a major toxic and pro-oxidant product of cholesterol oxidation known for

its cytotoxic effect and its ability to trigger cell death (Nury et al., 2013).

= WT

24h 48h

7KC (20 pM) treatment

-LPS +LPS
A: Wt, H2DCFDA (==l ] B: Acox 1/-, H2DCFDA C: Wt & Acox 17/-, H2DCFDA
s

=3 = =4 R w7 Bl Acox1-/-

s s ® =

5 —
< c 88 < € <

o
22, 15 [ te

o o < 10
83 T Q2 ]
e T T <2 E] ok
v 8 T v 9 o =
2 e L 2 ]
£8 1 Z3 T il 52 s
LR g e '

o
3 3
= 1 2.5 M =0 ’
.. 5 .- 1 2.5 uM () LPS (+) LPS
Ctrl Spina Ctrl Spina

Figure 2: Schot or Spina effect on ROS production induced by LPS in the Wt (A) and the Acox1- /-
(B) microglial BV-2 cells assessed by the H2DCFDA (5uM) dye test. (C) comparison of ROS

production in both cell genotypes under control or LPS-induced conditions. Cells were incubated

.
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during 7 hours with Schot or Spina (1 or 2.5uM), in the absence or the presence of LPS (1ug/ml).
All values are means % SD (n = XX), statistical significance of higher mean signal (*** p < 0.001.
**p< 0.01. *p< 0.05) compared to control, (### p < 0.01. ## p < 0.01) compared to LPS, and
(5SS p < 0.001. $S p < 0.01) compared to the different treatments with or without LPS
administration. Statistics were executed using two-way ANOVA followed by Tukey test for multiple

comparisons.
3.2.SCand SP effect on LPS induced intracellular ROS accumulation

ROS play a crucial role in cell signalization growth differentiation, proliferation and apoptosis the
production of ROS is an inevitable process resulting from a multiple cells reactions. In this study
we investigated the effect of SCand SP at (1 and 2.5 uM) on intracellular ROS accumulation induced
by LPS treatment at 1pug/ml. We used two different dyes H2DCFDA and DHE, H2-DCFDA is a specific
probe for the detection of H202 but can be oxidized by hydroxyl radical, hydro peroxides and
peroxynitrite with considerably reduced sensitivity compared to that of H202 (Yang et al., 2014) .
The DHE probe was used for the detection of superoxide radical. The results (fig 2. A) show that
the treatment with SC or SP alone slightly increased ROS production in BV-2 WT but remained
unsignificant compared to the control group. Regarding BV2 Acox 1 -/- the treatment with SC or SP
alone at the 2 concentrations had nearly no effect on ROS production. However, LPS treatment
induced a significant increase in ROS intracellular production in BV-2 WT LPS treated group (2.3
fold) compared to the control (fig 2.A) this increase was significantly decreased by the co-
treatment with SC and SP especially at 1uM. on the other hand with BV-2 Acox 1 -/- the increase
of ROS production by LPS treatment was less pronounced and remained non-significant, SC failed

to suppress LPS effect when SP showed more efficiency in decreasing ROS production in both cell

lines.
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on ROS production induced by LPS in the Wt (A) and the Acox1- /- (B) microglial BV-2 cells assessed
by the DHE (5uM) dye test. (C) comparison of ROS production in both cell genotypes under control
or LPS-induced conditions. Cells were incubated during 7 hours with Schot or Spina (1 or 2.5uM),

in the presence or absence of LPS (1pg/ml). All values are means £ SD (n = XX), statistical
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significance of higher mean signal (*** p< 0.001. ** p< 0.01. * p< 0.05) compared to control,
(###p< 0.01.##p< 0.01) comparedtoLPS, and (555 p < 0.001.5S p < 0.01) compared to the
different treatments with or without LPS administration. Statistics were executed using two-way

ANOVA followed by Tukey test for multiple comparisons.
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induced by LPS, in the culture medium of the Wt (A) and the Acox1- /- (B) microglial BV-2 cells
assessed by the Griess test. (C) comparison of NO release in both cell genotypes under control or
LPS-induced conditions. Cells were incubated for 24h with Schot or Spina (1 or 2.5uM), in the
absence or the presence of LPS (1pg/ml). All values are means = SD (n = XX), statistical significance
of higher mean signal (*** p< 0.001. ** p< 0.01. * p < 0.05) compared to control, (### p <

0.01. ## p < 0.01) compared to LPS, and ($$$ p < 0.001.$$ p < 0.01) compared to the different
treatments with or without LPS administration. Statistics were executed using two-way ANOVA

followed by Tukey test for multiple comparisons

Detection of superoxide radical by DHE probe revealed broadly similar results to H2DCFDA test.
The results (fig 3. A) indicate that The treatment with SC or SP alone had no effect on superoxide
production. LPS treatment induce a significant increase in superoxide radical accumulation in BV-
2 WT LPS treated group compared to the control group these effect was significantly attenuated
by the co-treatment with SC at (1 and 2.5 uM) in a dose-dependent manner, and by SP at (1uM)
compared to LPS treated group. The treatment with SC or SP alone had no effect on superoxide
production. Meanwhile data (fig 3. B) show that BV-2 Acox1-/- LPS treated group indicates an
unsignificant increase in superoxide production (1.7 fold) that was significantly decreased (0.8 fold)
only by SP at (1uM) and remarkably enhanced by SC co-treatment at (1 and 2.5 uM) and SP at (2.5
UM) but remained non-significant compared with LPS treated group . In both experiments (
H2DCFDA and DHE) BV2 Acox 1 -/- cell line showed to be more affected by LPS treatment and
produced high levels of ROS compared to BV-2 WT cell line (fig 2 and 3. C).

3.3. SC and SP effects on LPS induced nitric oxide generation

Nitric oxide is a signaling molecule known for its important role in acute and chronic inflammation,

in the nervous system and in apoptosis (Laroux et al., 2001). In order to evaluate SC and SP anti-
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inflammatory effect, we investigated the role of SC and SP on LPS induced NO generation. Data (fig
4. A) show that the treatment with SC or SP alone at ( 1 and 2.5) had no effect on NO production
in BV-2 WT cells. After incubation with LPS NO accumulation increased significantly by (3 folds) in
LPS treated group compared to control group. An inhibitory effect of NO accumulation was
remarked in SC-LPS and SP-LPS treated group interestingly in a dose-dependent manner with SP
co-treatment. Regarding NO accumulation in BV-2 Acox 1 -/- cell line, results (fig 4. B) indicate that
SC or SP alone treatment conveyed no effect on NO accumulation in BV-2 Acox 1 -/- cells. However
LPS treatment induce a significant increased in NO generation which reached nearly 8 folds in LPS
treated group compared to the control group. The co-treatment SC-LPS and SP-LPS decreased
significantly LPS induced NO generation in a dose-dependent manner for both PSs. Furthermore,
BV-2 Acox 1 -/- cell line exhibited a high sensitivity toward LPS induced NO accumulation (fig 4. C)
compared to BV-2 WT.
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Schot or Spina effect on catalase activity in the Wt (A) and the Acox1- /- (B)

microglial BV-2 cells. And effects on ACOX1 activity (C) in Wt microglial BV-2 cells. Cells were
incubated during 24 hours with Schot or Spina (1 or 2.5uM), in the absence or the presence of LPS
(1pg/ml). All values are means & SD (n = XX), statistical significance of higher mean signal (*** p
< 0.001. **p< 0.01. * p< 0.05) compared to control, (### p < 0.01. ## p < 0.01) compared
to LPS, and ($SS p < 0.001. S$ p < 0.01) compared to the different treatments with or without
LPS administration. Statistics were executed using two-way ANOVA followed by Tukey test for

multiple comparisons.
3.4. Effect of SC and SP on catalase and Acox1 activities

In order to investigate the effect of our two PSs (SC and SP) on peroxisomal LPS-dysregulated
function the activities of catalase and Acox 1 were evaluated. The results (fig. 5 A) show that
treatment with SC alone at (1uM) in BV-2 WT cells increased insignificantly catalase activity
compared to the control group, whereas at 2.5uM the activity remained at control level. In another
hand, treatment with SP alone at the two concentrations ( 1 and 2.5 uM) showed to increase in a

dose-dependent manner catalase activity but remained unsignificant compared to the control
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group. In addition, the treatment with LPS dramatically increased catalase activity by nearly 6 folds
in LPS treated group compared with the control group. This effect was completely reversed when
cells were co-treated with SC at (1 and 2.5uM) and SP at (1uM) who brought catalase activity to

control values. Only SP at (2.5uM) failed to normalize Catalase activity.

Meanwhile, data (fig 5. B) show that SC alone treatment in BV-2 Acox 1 -/- cell line, decreased
catalase activity compared to the control group. Whereas, SP alone treatment showed to increase
insignificantly catalase activity compared to the control group. Contrariwise, LPS treatment
elevated significantly catalase activity by nearly 7.5 folds compared to control group this increase
was significantly suppressed by SC and SP co-treatment in SC-LPS and SP-LPS treated groups
compared to LPS treated group. Interestingly SP showed to enhance catalase LPS induced activity
in a dose-dependent manner, the treatment of SP at 2.5uM brought catalase activity nearly to

control values.

Acox 1 is the first and rate limiting enzyme in peroxisomal B-oxidation, in this study we evaluated
the effect of SC and SP on BV-2 WT Acox 1 activity altered by LPS treatment. The results (fig 5. C)
show that both SC or SP alone treatment increase Acox 1 activity. Conversely, LPS treatment
decreased significantly Acox 1 activity in LPS treated group compared to control group. This
decrease in Acox 1 activity was enhanced significantly by SC treatment at 2.5 uM and by SP

treatment at (1 and 2.5 uM) in a dose-dependent manner.
3.5. Effects of SC and SP on peroxisomal proteins expression

In order to investigate the role of SC and SP treatments on peroxisomal function and inflammation
induced by LPS, we evaluated the expression of peroxisomal proteins ( Catalase, ACOX1, ABCD1
and ABCD2) and inflammation marker iNOS in BV-WT and Acox 1-/the results differed from a
protein to another and among cell lines. The results (Fig 6) show that LPS treatment increased the
expression of ACOX1 51KDa peptide and didn’t affect the expression of the72KDa one, the
treatment with SC (2.5 uM) or SP (1uM) alone showed to increase both peptides expression 51KDa
and 72KDa, whereas the combined treatment SC-LPS or SP-LPS remarkably decreased both
peptides expression in BV-2 WT. On the other hand incubation with LPS increased the catalase (2.2
and 1.3 folds ) and Inos ( 39.6 and 53.3 folds) protein expression in BV-2 WT and Acox1 -/-
respectively compared to control group. This increased showed to be attenuated by SC and SP co-
treatment, SC at 1uM brought catalase protein expression to control value in BV-2 WT cell line,
Both SC and SP exhibited a high efficiency in decreasing LPS induces Inos expression in BV-2 WT
compared with BV-2 Acox1-/-. The treatment with SC or SP alone had no effect on catalase protein

expression in BV-2 Acox1-/- where it showed to slightly increased it in BV-2 WT.
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ABCD1 and ABCD?2 are peroxisomal transporters suggested to be involved in the transport of very
long chain acyl-CoA with differences in substrate specificity (Morita and Imanaka, 2012). LPS
treatment decreased both ABCD1 and ABCD2 protein expression in BV-2 WT LPS treated group
compared to control group, while only ABCD1 protein expression was decreased by LPS treatment
in BV-2 Acox1-/- compared to control group. Only SC co-treatment at 2.5 pM and SP at 1uM
enhanced ABCD1 protein expression affected by LPS treatment. Both of the PSs failed to enhance
ABCD2 protein expression after LPS incubation with BV-2 WT. Regarding BV-2 Acoxl-/-
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Figure 6: Immunoblotting showing Schot or Spina effect on the expressions of peroxisomal
proteins, ACOX1, CAT, ABCD1, ABCD2 and on the expression of the inflammatory marker iNOS in
the Wt (A) and the Acox1- /- (B) microglial BV-2 cells. Cells were incubated during 24 hours with
Schot or Spina (1 or 2.5uM), in in the absence or the presence of LPS (1ug/ml). Cells homogenates
were analyzed by PAGE-SDS electrophoresis and subjected to immunoblotting. Band intensities
were analyzed by densitometry and standardized to B-actin expression level. Table values
represent standardized densitometric analysis obtained after signal intensity quantification of

different proteins.
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Figure 7: Effect of Schot or Spina treatment on the gene expression of Cat (A,B), Acox1 (C), and
Ppara (D) in the Wt (A/C) and the Acox1- /- (B/D) microglial BV-2 cells. Cells were incubated for 24h
with Schot or Spina (1 or 2.5uM), in the absence or the presence of LPS (1ug/ml). Total RNA was
isolated from BV-2 cells and then the expression level of genes of interest was quantified by real-
time RT-gPCR. All values are means & SD (n = 3), statistical significance of higher mean signal (***
p< 0.001. ** p< 0.01.* p< 0.05) compared to control, (### p < 0.01, #p < 0.05) compared
to LPS, and (S$$ p < 0.001) compared to the different treatments with or without LPS
administration. Statistics were executed using two-way ANOVA followed by Tukey test for multiple

comparisons.
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3.6. SC and SP effect on the expression of Peroxisomal Protein-Encoding Genes

In this study we investigated by RT-QPCR the effect of SC and SP treatments on the expression of
four peroxisomal genes encoding for ( Catalase, ABCD1, ABCD2 and ACOX1) in BV-2 WT. The results
(fig 7. A) show that LPS treatment increased significantly catalase Mrna expression in LPS treated
group compared to control group. Only the co-treatment SC-LPS at 1 uM and SP-LPS at 2.5uM
showed to decrease LPS induced catalase Mrna expression significantly. The treatment with SC
alone decreased significantly catalase expression in a dose-dependent manner compared to
control group, whereas treatment with SP had no effect on its expression. In addition LPS treatment
decreased significantly ACOX1 Mrna expression compared to control group, the combined
treatments SC-LPS or SP-LPS failed to inhibit this effect, while treatments with SC or SP alone had
no effect on ACOX1 Mrna expression. Regarding the expression of gene encoding of ABC
peroxisomal transports (ABCD1 and ABCD2), the results (fig 7. C and D) show that LPS treatment
decreased both ABCD1 and significantly ABCD2 Mrna expression in LPS treated group compared
with control group. At both concentrations ( 1 and 2.5uM) neither SC nor SP co-treatment succeed
to inhibit LPS downregulated ABCD1 expression. On the contrary, both PSs counterattacked LPS

effect by enhancing Mrna expression of ABCD2.

On the other hand we investigated by RT-QPCR the effect of SC and SP treatments on the
expression of four peroxisomal genes encoding for ( Catalase, ABCD1, ABCD2 and PPAR a) in BV-2
Acox1 -/-. Correspondingly to the results obtained in BV-2 WT, LPS upregulated Mrna expression
of the catalase in LPS treated group of BV-2 Acox 1 -/- compared to control group (fig8. A),
interestingly, this effect was completely reversed by SC-LPS and SP-LPS cotreatment compared to
LPS treated group, both PSs brought nearly catalase Mrna expression to control values. When

incubated alone with BV-2 Acox 1 -/- cell line SC and SP had no effect on catalase Mrna expression.

Peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR)-alpha is a ligand-activated transcriptional
factor that belongs to the family of nuclear receptors it regulates the expression of genes involved
in fatty acid beta-oxidation. Data (fig. 8B) show that LPS treatment decrease significantly PPAR-a
Mrna expression, the combined treatments SC-LPS and SP-LPS at 2.5uM suppressed LPS effect and
significantly increased PPAR-a expression compared to LPS treated group. Both PSs at 1uM
insignificantly and to lesser extent enhanced PPAR-a Mrna expression while treatments with SP
alone at both concentration (1 and 2.5uM) decreased it but remained insignificant compared to
control group. Furthermore, in response to LPS treatment ABCD1 and ABCD2 Mrna expression
have been decreased in BV-2 Acox1 -/- compared to control, neither SC nor SP co-treatment could
counterattack LPS downregulation of ABCD1 and ABCD2 , When incubated alone with BV-2 Acox1
-/- SP up-regulated ABCD1 Mrna express at (1uM) and showed to induce significantly ABCD2 Mrna

expression at (1 and 2.5uM) compared to control group.
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Figure 8: Effect of Schot or Spina treatment on the gene expression of Abcd1 (A/B), Abcd2 (C/D) in
the Wt (A/C) and the Acox1- /- (B/D) microglial BV-2 cells. Cells were incubated for 24h with Schot
or Spina (1 or 2.5uM), in the absence or the presence of LPS (1ug/ml). Total RNA was isolated from
BV-2 cells and then the expression level of genes of interest was quantified by real-time RT-qPCR.
All values are means £ SD (n = 3), statistical significance of higher mean signal (*** p < 0.001. **
p< 0.01.*p< 0.05) compared to control, (###p< 0.01,#p< 0.05) compared to LPS, and ($5$
p < 0.001) compared to the different treatments with or without LPS administration. Statistics

were executed using two-way ANOVA followed by Tukey test for multiple comparisons.
3.7. Effect of SC and SP on the expression of inflammation markers-Encoding Genes

In order to investigate SC and SP effect on LPS- induced inflammation in mice microgliafour
genes encoding for inflammation markers ( TNF-a, IL-1B, iNOS and IL-4) were evaluated. TNF-a is
one of the most important pro-inflammatory cytokines, increased concentrations of TNF-a are
found in acute and chronic inflammatory conditions. In response to LPS treatment the Mrna
expression of TNF-a was induced significantly in LPS treated group compared to control group. The
combined treatment SC-LPS at 1uM and SP-LPS at both concentrations attenuated significantly LPS-
induced TNF-a Mrna expression. Incubation with SC alone at 2.5uM showed to downregulate TNF-
o Mrna expression but remained insignificant compared to control group while the other

treatments (SC at 1uM and SP at 1 and 2.5uM) showed no effect compared to the same group.
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Figure 9 : Effect of Schot or Spina treatment on the gene expression of the proinflammatory
markers, Tnf-a (A/B), iNos (C/D) in the Wt (A/C) and the Acox1- /- (B/D) microglial BV-2 cells. Cells
were incubated for 24h with Schot or Spina (1 or 2.5uM), in the absence or the presence of LPS
(1pg/ml). Total RNA was isolated from BV-2 cells and then the expression level of genes of interest
was quantified by real-time RT-qPCR. All values are means * SD (n = 3), statistical significance of
higher mean signal (***p < 0.001. ** p< 0.01. * p< 0.05) compared to control, (### p < 0.01,
#p < 0.05) compared to LPS, and (555 p £ 0.001) compared to the different treatments with or
without LPS administration. Statistics were executed using two-way ANOVA followed by Tukey test

for multiple comparisons.

The results show that LPS treatment induce also another pro inflammatory cytokine IL-1B
compared to control group, this induction was significantly reversed by the co-treatments SC-LPS
and SP-LPS at both concentrations. On the contrary treatment with SC or SP alone at both
concentration had no effect on IL-1B expression compared to control group. We also studied the
effect of our treatments on Mrna expression of inducible nitric oxide synthase (iNOS), the results
(fig 8. C) indicate that LPS treatment increased Inos Mrna expression in LPS treated group
compared to control group. However, the co-treatment SC-LPS and SP-LPS at both concentrations
attenuated significantly Inos Mrna expression compared to LPS treated group. When incubated
alone with BV-2 WT cells SC and SP showed to slightly and insignificantly increase Inos Mrna
expression compared to control group. In addition, we evaluated the Mrna expression of the anti-
inflammatory cytokine IL-4, data (fig 8.D) revealed that LPS treatment downregulated IL-4 Mrna

expression in LPS treated group compared to control group. both co treatments SC-LPS and SP-LPS
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failed to correct LPS effect, on the contrary, the treatment with SC at both concentrations and SP

at 2.5 uM upregulated Inos Mrna expression compared to control group.
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Figure 10: Effect of Schot or Spina treatment on the gene expression of the proinflammatory
marker ll-b (A/B), the anti-inflammatory marker 1I-4 (C/D) in the Wt (A/C) and the Acox1- /- (B/D)
microglial BV-2 cells. Cells were incubated for 24h with Schot or Spina (1 or 2.5uM), in the absence
or the presence of LPS (1pg/ml). Total RNA was isolated from BV-2 cells and then the expression
level of genes of interest was quantified by real-time RT-qPCR. All values are means & SD (n = 3),
statistical significance of higher mean signal (*** p < 0.001. ** p< 0.01. * p < 0.05) compared
to control, (### p < 0.01, # p < 0.05) compared to LPS, and ($$S p < 0.001) compared to the
different treatments with or without LPS administration. Statistics were executed using two-way

ANOVA followed by Tukey test for multiple comparisons.

Moreover, the evaluation of TNF-a and IL1-B Mrna expression in BV-2 Acox1 -/- cell line revealed
that LPS treatment increased significantly TNF-a and IL1-B Mrna expression in LPS treated group
compared to control group (fig 9. A and B), this increase was more pronounced for BV-2 Acox1 -
/- compared to BV-2 WT cell line, the co-treatments SC-LPS at 2.5uM and SP-LPS at both
concentration attenuated significantly LPS induced TNF-a Mrna expression compared to LPS
treated group while IL1- Mrna was attenuated significantly only by SC at 1uM and SP at 2.5uM
compared to the same group. The treatment with SC alone increased TNF-a Mrna compared to

control group whereas the treatments with SC or SP alone had no effect on IL1-B Mrna expression.
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In addition, data (fig 9. C) indicate that LPS treatment induce significantly Inos Mrna expression
compared to control group, the cotreatment SC-LPS at 1uM and SP at both concentrations
attenuated LPS effect. Interestingly, SP combined treatment showed more efficiency then SC to
inhibit LPS effect. Contrariwise, SC and SP alone treatment had no significant effect on Inos Mrna

expression compared to control group.

In addition the Mrna expression of the anti-inflammatory cytokine IL-4 was assessed in BV-2 Acox1
-/-, in response to LPS treatment the Mrna expression of IL-4 have been decreased significantly in
LPS treated group compared with control group. None of treatment has a significant impact on LPS
downregulation of IL-4. The treatment with SP alone at both concentrations decreased IL-4 Mrna

expression but remained insignificant compared to control group.

4. Discussion

BV-2 is a type of microglial cell derived from C57/BL6 murine. Microglial cells are resident
macrophages of the central nervous system, they play a key role in brain infections and
inflammation (Graeber, 2003). Over activation of microglial cells induces neuronal damage and loss
that lead to development of various neurodegenerative diseases (Saliba et al., 2018), the control
of microglia activation play crucial role in inhibiting development of neurodegenerative disorders
or attenuating their progression (Subhramanyam et al., 2019). In the last decades plant-derived
compounds with pharmacological activities have received an intensive attention from scientists as
an alternative of many synthetic drugs for treating neurological disorders. In this study we
evaluated the effect of two phytosterols Schot and Spina on LPS induced inflammation in murine
microglia BV-2 WT and Acox1-deficient cell line (Acox 1 -/-) a model for Acyl-CoA oxidase (ACOX1)
deficiency which is a rare and severe peroxisomal leukodystrophy associated with a very long-
chain fatty acid (VLCFA) B—oxidation defect (Raas et al., 2018). Our results showed that at low
concentration SC and SP had no effect on BV-2 WT and Acox1-/- viability and mitochondrial
function. In a previous study our team showed that SC and SP from argan oil or from cactus seed
oil are not toxic to microglial BV2 cells and can impact the mitochondrial membrane potential (El
Kharrassi et al., 2014). We notice that mitochondrial function of both cell lines was significantly
altered by 7-KC treatment at 20uM especially at 48h treatment, 7-KC induce cell death by causing
a specific form of cytotoxic activity defined as oxiapoptophagy, including oxidative stress, induction
of death by apoptosis associated with autophagic criteria (Nury et al., 2021), the absence of ACOX1
enzyme simultaneously with treatment with 7-KC double challenged Acox1-/- cell line which

mitochondrial function showed to be more affected than BV-2 WT by 7-KC treatment.
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Furthermore, we evaluated total ROS production by (H2DCFDA), this probe is widely applied as a
hydrogen peroxide (H202) specific probe but broadly it can detect a wide range of ROS such as,
superoxide ions (02-) hydroxyl radicals (¢OH), peroxynitrite (ONOO-) (Kaur et al., 2016). We also
used DHE probe to detect superoxide radicals. Superoxide is the most important ROS in the central
nervous system (CNS) (Jelinek et al., 2021). Our results revealed a strong induction of ROS
production by BV-2 WT and Acox 1 -/-in response to LPS treatment. microglia are activated by LPS
that trigger massive ROS production (More and Makola, 2020; Sousa et al., 2020; Zhang et al.,
2022), ROS can initiate apoptosis and disrupt the blood-brain barrier (BBB), producing damage to
the brain that may be irreversible (Qu et al., 2016). the increased amount of ROS generation was
significantly inhibited by both PSs (SC and SP). In their study (Yoshida and Niki, 2003) showed that
phytosterol chemically acts as an antioxidant and radical scavengers. Moreover, SC and SP
attenuated the activity, Mrna and protein expression of catalase induced by LPS, catalase
constitute the main enzyme in peroxisomal H202 neutralization to produce water and oxygen,
perturbation of catalase activity is related to many neurodegenerative diseases (Nandi et al., 2019).
Previously we observed that argan oil regulates catalase activity, Mrna and protein expression
induced by LPS in mice brain (Essadek et al., 2022), data obtained in this study suggest that SC and
SP may be the component behind this activity, they act like antioxidants and prevents H202
accumulation which prevent the increase of catalase expression and activity induced by LPS, thus
phytosterols modulate antioxidant enzymes activities and act like ROS scavengers (Baskar et al.,
2012; Vivancos and Moreno, 2005). The participation of oxidative stress in the development of
several neurodegenerative disorders has been largely documented (Andersen, 2004; Cenini et al.,

2019; Halliwell, 2006).

Lipid metabolism is crucial for neuronal development , synaptic plasticity and microglial function
(Jo and Cho, 2019), perturbation of lipid metabolism at the level of synthesis, transport, or
catabolism contributes to the pathogenesis of several neurodegenerative disorders, including
Alzheimer’s disease (Lizard et al., 2012) Parkinson’s disease (Chen et al., 2012) and ACOX1
deficiency (OMIM #264470) which is an autosomal recessive disorder that causes a rapid and
severe loss of nervous system function associated with developmental regression, recurrent
seizures, exaggerated reflexes, loss of vision and hearing, and death between 4 and 10 years of age
(Chung et al., 2020), in the present study we evaluated the protein, Mrna expression and the
activity of Acox1 in BV-2 WT, ACOX1 is a peroxisomal protein required for degrading VLCFA by the
process of peroxisomal B-oxidation, it is mostly expressed in glial cells. We also evaluated the Mrna
and protein expression of ABCD1 and ABCD2. ABCD1 and ABCD2 belong to peroxisomal ATP-
binding cassette (ABC) transporters family, they transport CoA-esters of VLCFA into peroxisomes
for degradation by B-oxidation (Morita and Imanaka, 2012), ABCD1 deficiency is the principal cause

of the inherited peroxisomal disorder X-linked adrenoleukodystrophy (X-ALD), associated with
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neurodegeneration and inflammatory cerebral demyelination (Pujol et al., 2004; Singh et al., 2009).
Our results showed that LPS treatment attenuated both Mrna expression and enzymatic activity of
Acox1 and shown to have no remarkable effect on its protein expression, Acox1 deficiency causes
an accumulation of VLCFA and glial loss within the CNS (Griffin and Ackerman, 2020), on the other
hand LPS decreased both Mrna and protein expression of ABCD1 in BV-2WT and Acox1 -/-. LPS
down regulate ABC transporters expression (Baranova et al., 2002; Khovidhunkit et al., 2003), in
cultured macrophage foam cells, stigmasterol increased expression of ABCA1 and ABCG1 and
increased efflux of cholesterol to apolipoprotein (Apo) Al and high-density lipoprotein (HDL)
(Sabeva et al., 2011), in their study (Gibson et al., 2012) found that LPS stimulates microglia impairs
efflux of prototypical ABC transporter substrates by altering mRNA and protein expression, in part
through NF-kB signaling. Moreover, we evaluated the Mrna expression of PPAR-a in BV-2 Acox1 -
/- results showed a strong downregulation of PPAR-a expression by LPS treatment. PPAR-a is a
transcription factor regulated by different factors (nutrition, hormone release, cytokines and
growth factors) (Contreras et al., 2013), PPARa target genes are involved in glucose and lipid
metabolism and inflammation modulating pathways (Lefebvre et al., 2006), activated PPARs
possess an anti-inflammatory action shown by their ability to inhibit gene expression of
proinflammatory transcription factors, including signal transducer and activator of transcription
(STAT), activator protein-1 (AP-1), and nuclear factor (NF-kB) (Zhang et al., 2014). A study
performed by (Nomaguchi et al., 2011) showed that aloe vera phytosterols act as ligands for PPAR
and improve the expression levels of PPAR target genes in the livers of mice with diet-induced
obesity. In this study we report an up regulation of PPAR-a by SC and SP. Phytosterols directly serve
as ligands of (PPARs), activating Sirtuin 1 (SIRT-1), which are involved in the regulation of lipid
metabolism and the pathogenesis of dementia (Shuang et al., 2016). It was reported that
phytosterols esters regulate the expression of TGF-B1, TGF-f2, TNF-a, UCP-2, PPAR-at and PPAR-y

in hepatic tissue at both mRNA and protein level (Song et al., 2017).

Furthermore, we evaluated NO production in the culture medium by BV-2 WT and Acox 1 -/- after
LPS stimulation. NO is a signaling molecule produced by NO synthase (NOS), NO plays a key role in
neurotransmission and neuroinflammation, in the brain NO mediate the interactions between
neurons and glial cells within the CNS (Saravi, 2017), there are three isoforms of NOS, neuronal
NOS (nNOS), endothelial NOS (eNOS) which produce a non-harmful NO that may have a
neuroprotective effect because it can terminate the chain reactions within lipid peroxidation,
inducible NOS (iNOS), which produce a damaging NO that acts as pro-oxidant by reacting with
superoxide and forming highly reactive ONOO- (Shirley et al., 2014). Our results showed that LPS
treatment increased NO release by BV-2 WT and Acox 1 -/- in the culture medium as well as the
mMRNA and protein expression of Inos, It is well established that microglial cells constitute the main

source of iINOS/NO after LPS treatment, under normal condition Inos is not expressed in the brain,
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but inflammatory mediators such as LPS and cytokines cause its expression in microglia and
astrocytes (Saha and Pahan, 2006; Steinert et al., 2010). The NO released from activated microglia
acts at the presynaptic site blocking the reuptake of glutamate, which induce activation of N-
Methyl-D-aspartate (NMDA) receptors and facilize neuronal death (Luo et al., 2011). Here we
report that SC and SP significantly decrease NO release in the culture medium and Inos Mrna and
protein expression induced by LPS, accumulating evidence suggest that phytosterols reduce NO
production (Bradford and Awad, 2007; Moreno, 2003; Sharma et al., 2021). In addition to NO,
activated microglia cells also release other inflammatory mediators, such as, TNF-a and IL-1B (Babié
Leko et al., 2020). To further investigate the anti-inflammatory effect of SC and SP we evaluated
Mrna expression of TNF-a and IL-1B in BV-2 WT and Acox 1 -/-, we notice that Acox 1 -/- microglia
release significantly greater amounts of all three mediators (NO, TNF-a and IL-1) compared with
wild-type microglia, in addition mRNA expression of both pro-inflammatory cytokines (TNF-a and
IL-1B) were induced by LPS. When activated by LPS Microglia produce neurotoxic pro-
inflammatory factors (Qin et al., 2005), TNF-a is a potent pro-inflammatory cytokine and an
important factor in the regulation of neuronal apoptotic cell death (Wilms et al., 2010). During
acute inflammation TNF-a plays a key role in restoring brain homeostasis, acting as a defensive
guard to protect against CNS injury, infection and neurodegeneration (Belarbi et al., 2012;
Muhammad, 2019; Shi et al.,, 2013). When released at high concentrations TNF-a promote
apoptosis and activates NF-kB, which leads to proinflammatory cytokine production and thus
neuroinflammation and neuronal death (Jung et al., 2019; McFarland et al., 2018). Additionally, IL-
1B is a cytokine that can activate microglia and astrocytes and lead to synthesis of other
proinflammatory and chemotactic mediators within the CNS (Lynch, 2015), overexposure of IL-1B
causes considerable neuronal, vascular, and oligodendrocyte damage in many neurodegenerative
diseases including Parkinson’s and Alzheimer diseases (Koprich et al., 2008; Shaftel et al., 2008).
Several studies reported that stimulation of microglia by LPS induced the releases of inflammatory
mediators, such as NO, PGE2, TNF-a, and IL-1B (Thameem Dheen et al., 2007), our results showed
that cotreatment with SC and SP inhibited LPS-induced inflammatory mediators NO, TNF-a, and IL-
1B production. These results indicated that SC and SP had anti-inflammatory effects on LPS-
stimulated BV2 microglial cells. Inhibition of pro-inflammatory cytokines has been evaluated as a
key mechanism to attenuate neurodegenerative diseases (Qian et al., 2010). Several phytosterols
have been reported to have an anti-inflammatory effect manifested by their ability to inhibit
production and activation of nitric oxide (NO), (iNOS), (TNF-a), cyclooxygenase-2 (COX-2), and
phosphorylated extracellular signal-regulated protein kinase (p-ERK) (Jie et al., 2022; Yuan et al.,
2019a). In a clinical trial (Kurano et al., 2018) demonstrated the existence of a negative correlation
between sitosterol levels and serum TNFa and IL-6 levels. In our study we also found that SC and

SP increase the Mrna expression of the anti-inflammatory cytokine IL-4 decreased by LPS. IL 4 is a
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pleiotropic cytokine that regulates brain homeostasis it has been described to have anti-
inflammatory properties and a regulatory effect such as tissue repair and cellular protection on
microglia activation in neuroinflammation (Butovsky et al., 2006; Jeong et al., 2019). In his study
(Spittau, 2017) showed that CNS delivery of IL-4 constitute a potent therapeutic approach to
reduce neuronal damage induced by microglia-induced inflammatory responses in
neurodegenerative disorders. In addition IL-4 is showed to suppress the release of pro-
inflammatory cytokines, such as IL-13 , IL-6, TNF-a, and NO (Hihner et al., 2017; Park et al., 2005),
these findings are in consistent with our results which showed that the enhancement of IL-4 Mrna

expression by SC and SP attenuated the Mrna expression of IL-18 TNF-a, and Inos.
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Discussion

La neuro-inflammation est un mécanisme de défense qui protége le cerveau en cas
d’infection (Blais and Rivest, 2003) la stimulation inflammatoire peut persister en raison de
facteurs endogenes (mutation génétique et agrégation de protéines) ou environnementaux
(infection, traumatisme et médicaments) (Lenz and Vlachos, 2019). Les réponses
inflammatoires persistantes impliquent la microglie et les astrocytes et peuvent conduire a des
maladies neurodégénératives (Kempuraj et al., 2016). La microglie est constituée des cellules
immunitaires résidentes du cerveau . Les microglies incontrolées et suractivées peuvent libérer
des facteurs pro-inflammatoires et cytotoxiques (Nakajima and Kohsaka, 2001). Par
conséquent, la recherche sur de nouveaux inhibiteurs de la neuro-inflammation est d'une

importance capitale pour le traitement des maladies neurodégénératives.

Le test MTT a révélé que les deux phytostérols SC et SP n’ont pas affecté la viabilité
des BV-2 WT et Acox1-/- et leur fonction mitochondriale. Dans une étude précédente, notre
équipe a montré que le SC et le SP ne sont pas toxiques pour les cellules microgliales BV2 et
peuvent avoir un impact sur le potentiel membranaire mitochondrial (EI Kharrassi et al., 2014b).
le 7-KC est un puissant inducteur de cytotoxicité et de la mort cellulaire (Nury et al., 2020). Le
7-KC induit a 48h une forte cytotoxicité qui a affecté la fonction mitochondriale des BV-2
Acox1 -/- d’une maniére plus prononcé comparées avec les BV-2 WT. Pour I’étude de la neuro-
inflammation les deux lignées cellulaires ont été traitées avec le LPS. C’est une molécules
largement utilisé dans les études sur l'inflammation cérébrale, il initie plusieurs activités

cellulaires majeures qui contribuent de maniere critigue a la pathogenése de la neuro-
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inflammation (Batista et al., 2019). Il ressort de ce travail que le LPS induit une forte neuro-
inflammation au niveau de la microglie. En premier lieu le LPS a induit un fort stress oxydant
traduit par une production massive des ERO et une perturbation de I’activité et I’expression de
la protéine et ’ARNm de la catalase. La catalase est une protéine peroxysomale capable de
détruire le H202 (Baudin, 2020b). Le LPS est connu pour son pouvoir d’induction de
production des ERO et la dérégulation de la fonction peroxysomale (Lee et al., 2022). Cet effet
délétere a été efficacement supprimé par le SC et SP. Dans leur étude (Yoshida and Niki, 2003)
ont montré que le phytostérol agit chimiquement comme un antioxydant et piégeur des radicaux
libres. Ainsi, nous avons remarqué que le SC et le SP influence le métabolisme lipidique au
niveau du catabolisme en régulant ’activité et ’expression de I’enzyme Acoxl 1’enzyme
limitante dans la dégradation des AGTLC dans la B-oxydation peroxysomale le déficit en
Acox1 provoque une accumulation des AGTLC et une perte des cellules gliale dans le SNC
(Griffin and Ackerman, 2020), le transport par I’induction de I’expression des deux
transporteurs peroxysomaux ABCD1 et ABCD2 réprimé par le LPS, et aussi par 1’induction de
I’expression du facteur de transcription PPAR-a. 11 a été démontré que les PS agissent comme
des ligands pour PPAR-a et améliorent les niveaux d'expression des génes cibles de PPAR
(Nomaguchi et al., 2011). De plus le SC et SP ont montré une activité anti-inflammatoire
traduite par leur pouvoir a inhiber la production de NO dans le milieu de culture des deux
lignées cellulaire et I’atténuation de 1’expression des cytokines pro-inflammatoires comme
I’Inos, TNF-a et IL-1p induite par le LPS et I’induction de I’expression de la cytokine anti-
inflammatoire IL-4, il a été démontré que les PS possédent un effet anti-inflammatoire (Salehi
et al., 2021; Yuan et al., 2019b). Ils inhibent la libération de cytokines pro-inflammatoires IL-
1B, IL-6 et TNF-a (He et al., 2022; Kurano et al., 2018)




[Tapezici]




DIscussion




[Tapezici]

En faisant apparaitre des molécules biologiques anormales et suite a ses effets déléteres
sur les différentes composantes cellulaire, le stress oxydant sera la principale cause initiale
de plusieurs maladies. L utilisation de substances naturelles comme les huiles a regu un grand
intérét dans la recherche biomédicale , Les huiles végeétales représentent un produit trés varié
de corps gras, qui se caractérisent par leur intérét nutritionnel, leurs usages et leurs
critéres biologiques tels que la composition en acides gras et en antioxydants,
particulierement en composés phénoliques et phytostérols qui présentent une source
d’antioxydants puissants (Zarrouk et al., 2019).

Tenneur en polyphenols totaux et flavonoides et
activitée antioxydante et antiradicalaire de [’huile
d’argan comparé avec [’huile d’olive

Les resultats de I’étude phytochimique montrent que I’huile d’argan présente un
taux important en polyphénols, les composés phénoliques jouent un réle trés important
dans la caractérisation et la valeur nutritionnelle des huiles (Zeb, 2021). Ils sont des composés
qui peuvent agir comme antioxydants en aidant le corps a renforcer son systéme de défense
contre les anomalies liées au stress oxydatif telles que les maladies cardiovasculaires,
le cancer et les processus inflammatoires (Giglio et al., 2018; Quintero-Florez et al., 2018b;
Zhou et al., 2016). Ainsi ’huile d’argan est une source importante de composés antioxidants
(ElI Kamouni et al., 2017b; Essadek et al., 2022; Kamal et al., 2017). En comparaison avec
I’huile d’argan T’huile d’olive est plus riche en polyphénols les résultats trouvés sont
en accord avec les résultats décrites dans I’étude comparative des fruits et des huiles
d’argan et d’olive réalisée par (Demnati et al., 2011). D’autres études effectuées montrent
que I’huile d’argan est riche en polyphénols elle présente une teneur qui varie entre 6.07 et
152.04 mg GAE/kg (Marfil et al., 2011b). D’aprés (Houshia et al., 2014; Nenadis et al., 2019)
la teneur de I’huile d’olive en polyphénols totaux varies entre 100 et 1000 mg/Kg. La teneur en
polyphénols et en flavonoides des huiles varient en fonction des cultivars, du lieu d'origine,
des méthodes d'extraction et des conditions de stockage (Saffar et al., 2019). Concernant
’activité antioxydantes de nos huiles et d’aprés les tests FRAP, DPPH et ABTS on constate
que I'huile d’argan est doutée d’un grand pouvoir antioxydant et antiradicalaire. Ainsi la

forte activité antioxydante de I’huile d’argan est expliquée par sa teneur élevé en composés
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antioxydants. Parmi ces composés figure le o-tocophérol mais aussi le y-tocophérol,
constituant connu pour ses propriétés pharmacologiques (Thompson and Cooney, 2020).
D’apres (Marfil et al., 2011b) le vy -tocophérol et le tocophérol le plus abondant de I’huile
d’argan il représente 84.68 % des polyphénols totaux de I’huile d’argan. La teneur en
tocophérols des huiles en générale varie entre 427 et 654 mg/kg, Ainsi les tocophérols et les
composés saponines de 1’huile d’argan ont des propriétés antioxydantes antiprolifératives et
anti  inflammatoires (Cherki et al., 2005; Drissi et al., 2006). D’aprés le dosage des
polyphénols et les résultats des tests d’activité antioxydante on constate qu’il existe une
treés forte corrélation entre la teneur en phénols totaux et flavonoides , et I’activité antioxydante
des huiles. Ces résultats sont en accord avec les données de la littérature. En effet,
plusieurs auteurs ont rapport¢ qu’il existe une relation étroite entre les composés
phénoliques et I’activité antioxydante (Franco et al., 2014; Galvano et al., 2007; Smeriglio et
al., 2016). Aussi L’activité antioxydante attribuée aux polyphénols s’expliquent en partie par

leur capacité a complexer les métaux et a piéger les radicaux libres (Kherraz et al., 2019).

Effet de [’huile d’argan compare avec [’huile d’olive
sur la production des ROS, le taux et [’activité des
enzymes antioxydantes CAT, SOD et GPX

Afin d’évaluer I’activité antioxydante de ’'HA et I’HO la production des ERO a été
mesuré par la sonde H2DCFDA dans T.pyriformis aprés induction avec le H2O>, les résultats
ont montrés une forte production des ERO aprés traitement avec le H20;, le H.O; favorise la
génération des ERO qui provoque un stress oxydatif, une forte cytotoxicité et conduit a la mort
cellulaire (Ahamed et al., 2020b; Coyle et al., 2006b; Ghosh et al., 2010b; Ryter et al., 2007b),
Lorsque ’'HA ou ’HO ont été ajoutés au milieu de culture en co-traitement avec H2O>, la
production des ERO a été fortement abaissé pour atteindre des niveaux semblables aux cellules
contréles, ’'HA a joué un rdle de piégeur de radicaux libres. L'effet piégeant observé ici fait
référence a la composition et aux propriétés uniques de I'huile d'argan notamment sa richesse
en composés mineurs tels que les tocophérols, les stérols (schottenol et spinastérol), les phénols
(acide férulique, syringique et vanillique) et la vitamine E qui ont tous des propriétés piégeuses
de radicaux libres (A. E. Midaoui et al., 2017; Orabi et al., 2020b; Sekeroglu et al., 2017b). De

plus, il existe un grand nombre d'études apportant la preuve que l'activité de piégeage de
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radicaux de I’HO est strictement corrélée a sa teneur en polyphénols (Haman et al., 2017b;
Paradiso et al., 2020a; Quintero-Flérez et al., 2018b; Rossi et al., 2017b).

Pour les résultats de dosage enzymatique et suite au traitement avec le peroxyde
d’hydrogéne un agent puissant connu par son pouvoir a induire le stress oxydatif chez
les cellules on constate une augmentation importante dutaux et de I’activité des enzymes
antioxydants a savoir la catalase, la superoxyde dismutase, la GPX et aussi le taux de la GSH
chez les cellules induite par le H202, I’induction des enzymes antioxydantes est pergue comme
le révélateur de I’existence d’un stress oxydant, (Al-amin et al., 2018; Dalia et al., 2015) une
autre étude menée sur des oligodendrocytes montre qu’il existe une coopérativité catalase-GPX
chez les cellules pour résister au stress oxydatif et a la mort cellulaire induite par le
peroxyde d’hydrogéne (Baud et al., 2004).Par contre, chez les cellules traitées avec I’huile
d’argan au méme temps de I’induction du stress on constate que le taux et I’activité de
ces enzymes a été atténué on explique les résultats obtenues par le fait que la richesse de 1’huile
d’argan en éléments antioxydant et anti radicalaire permet a la cellule de développé un
mécanisme compensatoire pour faire face au stress oxydatif au lieu d’empruntée le
mécanisme normale qui se traduit généralement par I’¢lévation du taux de ces enzymes. Ces
composes antioxydant sont essentiellement les tocophérols les phytostérols . L’huile d’argan et
trés connue par sa richesse en tocophérol et en phytostérols dont les principaux sont le
schottenol et le spinasterol (Charrouf and Guillaume, 2002). Concernant le stress nitrosatif,
les résultats montrent que le taux et I’activité des enzymes de stress chez les cellules
controle diminue aprés le traitement avec I’agent de stress SNP lorsqu’on compare avec les
cellules non traitées, en revanche les cellules traitées avec ’huile d’argan et I’huile d’olive
présentent apres le traitement avec le SNP des taux élevés de I’enzyme cette augmentation a
été peux exprimer pour les cellules traitées avec I’huile de colza. On peut expliquer la
diminution des taux des enzymes de stress chez les cellules traitées par le SNP par le
mécanisme suivant lors d’un stress intense 1’organisme dans un premier temps, réagi en
surexprimant les enzyme de stress si le stress perdure et produit de fagon massive des
ERO/ERN toxiques, les enzymes de stress seront détruites et leur concentration chute ce
mécanisme a été largement démontré (Pincemail et al., 2002). L’effet des huiles remarqué dans
ce cas c’était I’augmentation de la défense antioxydante qui s’est traduit par une augmentation
des taux des enzymes de stress En effet, plus l'activité des enzymes antioxydantes est élevée,
plus la protection contre les effets des radicaux libres est efficace (Ighodaro and Akinloye,
2018).
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Effet de [’huile d’argan sur [’accumulation des
gouttelettes lipidiques intracellulaires et la peroxydation
des lipides membranaires chez T.pyriformis

Le rouge de Nile red est utilise comme colorant vital pour la détection de gouttelettes
lipidiques intracellulaires par microscopie a fluorescence et cyto-fluorométrie en flux. Les
gouttelettes lipidiques sont constituées d'un noyau de lipides neutres, comprenant du
triacylglycérol et d'ester de cholestérol, entouré d'une monocouche de phospholipides
(Listenberger and Brown, 2007b). Nous rapportons ici l'utilisation du nile red comme méthode
rapide et peu codteuse pour estimer les lipides intracellulaires de T. pyriformis par I'application
directe du colorant sur des cellules fixées sans aucune extraction ni purification. Estimation
qualitative des changements de la teneur en lipides des cellules relatifs aux traitement variable
montrent que l'intensité de la fluorescence des gouttelettes lipidiques fluorescentes en couleur
jaune-or, variait entre les différents traitements. Les gouttelettes lipidiques peuvent servir de
réservoirs d'énergie, de sources de lipides pour la biosynthése membranaire ou de sites de
stockage pour des espéces lipidiques potentiellement toxiques (Petan et al., 2018b). Le nombre
de gouttelettes lipidiques était tres élevé dans les cellules traitées avec le H2O,. Le stress
oxydatif est connu comme déclencheur de l'accumulation de gouttelettes lipidiques
intracellulaires (Cruz et al., 2020b; Lee et al., 2015b, 2013b). L’HA et L’HO en co-traitement
avec H20- ont induit une diminution remarquable du nombre de gouttelettes lipidiques par
rapport au groupe traité avec H.O,. Cet effet était plus prononcé dans les cellules co-traitées
avec ’HA. D’une autre part les résultats du dosage de la MDA ont montrés que le taux de ce
produit de peroxydation lipidique augmente apres induction du stress oxydatif avec le H20.,
chez les cellules co-traitées avec 1’huile d’argan cette augmentation a été faiblement exprimée
ces résultats sont en accord avec les résultats de (Rachida et al., 2013b) ayant trouvées que
I’huile d’argan induit une diminution du taux de I’MDA chez T. pyriformis soumis au stress
oxydatif induit par le peroxyde d’hydrogéne par rapport au cellules contrdles. Des résultats
similaires aussi ont été obtenus par (Eljaoudi et al., 2015), qui ont montrés une diminution
du taux de ’MDA chez des patients hémodialysés suite a un régime riche en huile d'argan
. Pour expliquer ces résultats on suggere que la richesse de I’huile d’argan en stérols et en
acide gras polyinsaturé protege les cellules de la peroxydation lipidique. Les acides gras de
I’huile d’argansont & 80 % des acides gras polyinsaturés ils jouent un rdle important dans

le maintien des membranes cellulaires (Guillaume and Charrouf, 2011), donc I’huile d’argan
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n’agit pas seulement comme un antioxydant fort, lipophile et piégeur de radicaux libres,
mais aussi un stabiliseur efficace des membranes cellulaires .Encore beaucoup d'études ont
prouvé que les aliments riches en tocophérols et en composés phénoliques peuvent réduire
la susceptibilité des lipoprotéines a la peroxydation lipidique, qui joue un réle crucial
dans le développement de l'athérosclérose (Amarowicz and B. Pegg, 2017; Fito et al., 2000;
Hernaez et al., 2016; Rahman et al., 2015). Ainsi I’huile d’argan est riche en vitamine E, qui
est un antioxydant naturel considéré comme la principale ligne de défense contre la
peroxydation lipidique (Mohd. Esa et al., 2013; Niki, 2014).

Effet de [’huile d’argan sur la dérégulation de la
fonction peroxysomale et l'inflammation induite par le
LPS chez la souris

Le lipopolysaccharide (LPS) ou endotoxine est un glycolipide qui constitue une portion
majeure de la membrane externe des bactérie Gram-négative (Raetz, 1990). L’une des
conséquences les plus fréquente et les plus grave des infections causée par les bactéries Gram
négatif est le développement d'un choc septique, Ce dernier constitue la complication la plus
grave de la septicémie (Parrillo, 1993), une maladie mortelle qui se caractérise par un
dysfonctionnement des organes vitaux, due essentiellement a une réponse inflammatoire
excessive de I’hote (Annane et al., 2005b). Le travail réalisé in-vivo dans cette étude avait pour
but I’évaluation de I’effet potentiel protecteur de I’huile d’argan comparé avec 1’huile d’olive
et ’huile de colza, sur la dérégulation de la fonction peroxysomale et I’inflammation induite
par le LPS dans le cerveau des souris comparé avec le foie. Nos études antérieur ont apporté
des preuves convaincantes des mécanismes de protection de l'huile d’argan contre les 1ésions
hépatiques induites par le LPS (ElI Kamouni et al., 2017b; EIl Kebbaj et al., 2015). Cependant,
I'effet protecteur potentiel de I'AO contre le stress oxydatif cérébral induit par le LPS et le

dysfonctionnement des peroxysomes n'a pas encore été étudié.
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Effet de ['huile d’argan sur les défense
antioxydantes non enzymatiques cérébrales et hepatigues
des souris

La défense antioxydante non enzymatique du GSH a été évalué comme un élément
important de I'équilibre redox intracellulaire et des fonctions biologiques cellulaires (Meister,
1994). L'injection du LPS par voie intraveineuse quatre heures ante-mortem entrainent
rapidement l'augmentation du taux de GSH hépatique, qui semble se maintenir pendant quatre
heures et jusqu'a seize heures apres l'injection de LPS (ElI Kamouni et al., 2017b). Il est bien
connu que pendant I'endotoxémie, le foie constitue la principale source de GSH plasmatique et
cela peut expliquer ici l'augmentation hépatique du taux de GSH aprés linjection de LPS
(Houston et al., 2019). Les résultats trouvés sont en accord avec les résultats décrite par (Al-
Rikabi et al., 2020; Sewerynek et al., 1995). En réponse au stress oxydatif, cette induction de
GSH dépendante du LPS pourrait provenir spécialement des cellules de Kupffer dérivées des
macrophages hépatiques et non des cellules endothéliales (Spolarics, 1998). En conséquence,
les premiéres études ont suggeéré que le LPS déclenche la synthése de glutathion de novo dans
les cellules de Kupffer (Miura et al., 1992). En revanche, le niveau de GSH dans le cerveau
était diminué par le LPS, comme rapporté par (Abdel-Salam et al., 2014) chez la souris quatre
heures apres injection du LPS. La diminution du niveau de GSH dans le cerveau pourrait étre
liée a son déclin dans les cellules microgliales. Ces cellules résidentes dérivées de macrophages
cérébraux sont reconnues impliquées dans la neuroinflammation (Vilhardt et al., 2017). Ainsi,
les souris traitées au LPS présentaient des microglies activées, en particulier dans la substance
noire, ce qui peut entrainer des lésions neuronales (Reinert et al., 2014). De plus, l'activation
des cultures microgliales primaires et de la lignée cellulaire microgliale N11 enrichies par le
LPS/interféron entraine une diminution de 40 % du contenu microglial en GSH (Chatterjee et
al., 2000). Dans la présente étude, nous avons révélé que seul le prétraitement avec I’'HA
prévenait un déséquilibre GSH remarquablement dépendant du LPS en contrecarrant a la fois
la régulation négative dans cerveau et l'augmentation dans le foie, contrairement a I'HO et a
I’HC. Cela peut étre li¢ a la capacité antioxydante de I'HA, qui contient en plus des polyphénols
et des tocophérols, une teneur plus élevée en coenzyme Q10 et en mélatonine (LoOpez et al.,
2013). 1l a été démontré que ce dernier induisait l'expression de la y-glutamylcystéine

synthétase, lI'enzyme limitante de la synthése du GSH (Urata et al., 1999).
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Effet protecteur de [’'huile d’argan contre la
peroxydation lipidique dans le cerveau et le foie des
souris

La peroxydation lipidique est définie comme le processus par lequel les radicaux libres
générateurs de stress oxydatif peroxydent les acides gras polyinsaturés estérifiés dans les
phospholipides des membranes cellulaires. La peroxydation lipidique peut entrainer des
changements dans la fluidité et la perméabilité des membranes cellulaires, elle peut aussi
augmenter le taux de dégradation des protéines, qui enfin conduit a la lyse cellulaire (Horton
and Walker, 1993). Dans le cerveau la peroxydation lipidique est considéré comme un facteurs
majeure déclenchant les maladies neurodégenératives (Reed, 2011; Shichiri, 2014). Le dosage
du malonaldéhyde (MDA), un biomarqueur bien connu de la peroxydation lipidique (Gustaw-
Rothenberg et al., 2010; Subramanyam et al., 2019), a révélé qu'une injection de LPS a court
terme de quatre heures via la veine caudale entraine une augmentation significative de la
peroxydation des lipides dans les tissus cérébraux et hépatiques. A nos jours, les donnees
montrent que le LPS injecté par voie intrapéritonéale conduit respectivement apres 4 heures
chez la souris (Abdel-Salam et al., 2014) et aprés 2 heures chez le rat (Ammari et al., 2018) a
une augmentation importante de la production cérébrale et hépatique du MDA Ce niveau accru
de peroxydation lipidique semble étre maintenu jusqu'a 12 heures aprés l'administration
intrapéritonéale de LPS (Ammari et al., 2018; Wang et al., 2018) Nous avons constaté que le
prétraitement avec des huiles contre-attaque l'effet de LPS sur la peroxydation lipidigue.
Cependant, I'huile d'argan a montré un effet plus prononcé sur la diminution de la production
de MDA dans les tissus cérébraux et hépatiques. Il a démontré que parmi les huiles comestibles,
I'huile d'argan est le plus riche en composés ayant une activité antioxydante, notamment la
mélatonine, la coenzyme Q10, les tocophérols et I'acide férulique qui jouent un réle important
dans la stabilisation des membranes cellulaires et la protection de leurs intégrités (Charrouf and
Guillaume, 1999; Khallouki et al., 2017; Lopez et al., 2013), Cela suggére que les effets de
I'HA peuvent résulter de sa composition unique en antioxydants et en acides gras insaturés qui
contribuent tous les deux a la stabilisation des membranes cellulaires et la réparation des

dommages causés par le LPS des tissus cérébraux et hépatiques (Eljaoudi et al., 2015).
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Effet protecteur de [’huile d’argan contre
’inflammation induite par le LPS dans le cerveau et le
foie des souris

Parlant de I'état inflammatoire aprés I'injection de LPS, I'expression du géne Tnf-a a été
fortement augmentée dans le foie et légerement diminuée dans le cerveau. Cependant, dans le
cerveau, le traitement avec différentes huiles semble diminuer I'expression de Tnf-a, et cette
régulation a la baisse est principalement statistiquement significative pour I'HA. Le LPS est un
activateur puissant de la transcription de I'ARNm et de la production de protéines de Tnf-a dans
les macrophages murins (Shi et al., 2021). En effet, les souris prétraitées avec I’HA présentent
une induction limitée significative de I'ARNm de Tnf-a par rapport aux souris prétraitées a 'HO
et a 'HC. De méme, Dopp et al. (2002) et Persson et al. (2006) ont rapporté que les cellules
microgliales primaires traitées au Tnf-a présentent une augmentation du niveau de GSH en
méme temps qu'une diminution significative des niveaux des ERO (Dopp et al., 2002; Persson
et al., 2006). L'augmentation du TNFa est connue pour activer la voie NF-kB (Karsan and
Leong, 2000). NF-kB est un facteur de transcription inductible, qui peut étre activé par les
cytokines inflammatoires TNF-a et IL-1pB, le LPS et les intermédiaires réactifs de I'oxygene
(Kim et al., 2004). On sait que les genes pro-inflammatoires, dont IL-1p, IL-6, INOS et COX2,
agissent sous le controle de NF-xB (Vallabhapurapu and Karin, 2009). Cependant, les
oligodendrocytes présentent une réponse opposée au Tnf-a. Ainsi, les mécanismes liés a l'effet
de I'HA et d'autres huiles nécessitent des études plus approfondie pour comprendre la réponse
des differents types de cellules cérebrales.

Dans la présente étude les résultats montrent une augmentation marquée de I'expression
de 'ARNmM de I'IL-10 pour chez les souris traitées au LPS dans le foie. 11-10 est une cytokine
connu pour avoir a la fois une action inflammatoire et anti-inflammatoire (Pils et al., 2010). Les
résultats obtenues sont en accord avec les résultats obtenues par (Abdelhamid et al., n.d.). Nous
suggérons que l'augmentation de I'expression de 'ARNm de I'lL-10 est une réponse anti-
inflammatoire pour remédier l'inflammation hépatique induite par l'injection de LPS. En
conséquence, le traitement combiné a I'huile d'argan et au LPS a montré une diminution
significative de I'expression de 'ARNmM de I'lL-10 par rapport au groupe traité au LPS seul, ce
qui peut résulter du réle anti-inflammatoire décrit de I'huile d'argan (ElI Kamouni et al., 2017b).

Un dysfonctionnement partiel ou complet du peroxysome est associé a I’apparition de

troubles métaboliques héréditaires séveres (par exemple, syndrome de Zellweger et X-ALD)
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(Raas et al., 2018; Tawbeh et al., 2021; Vamecq et al., 2018b). L'impact dun tel
dysfonctionnement des peroxysomes sur le métabolisme, est illustré par l'augmentation du
stress dans le réticulum endoplasmique et les mitochondries (Huang et al., 2011a; Ivashchenko
et al., 2011; Lopez-Erauskin et al., 2012; Walton and Pizzitelli, 2012).

Effet de [’huile d’argan sur [’expression et [ activité
des enzymes antioxydantes dans le cerveau et le foie des
souris

Dans la présente etude, nous avons exploré I'oxydation des antioxydants peroxysomaux
et des acides gras du cerveau et du foie au cours de la septicémie et leur restauration éventuelle
par I'HA. Les expressions d'/ARNmM de la Cat et de la Sod1 dans le cerveau ont été induites par
le LPS et un résultat similaire a été enregistré pour 'ARNm de Cat dans le foie. L'expression
déséquilibrée de la catalase chez la souris entraine une activation accrues du NF-kB associé a
une inflammation, ainsi que des lésions excessives de différents tissus (Han et al., 2020). 1l a
été démontré que le LPS provoque une augmentation de l'expression de I'ARNm de la Sod
(Krautbauer et al., 2014; Scheitler et al., 2020; Tsan et al., 2021). Le co-traitement avec I'huile
d'argan a restaure, a la fois dans le cerveau et le foie, les valeurs du contréle et cet effet a été
moins prononcé pour I'HO, Alors que I'huile de colza n'a pas réussi a normaliser le niveau
d'expression de I'ARNm de la Cat dans le cerveau et il I’a induit dans le foie. L'effet de 'HA
est probablement lié a sa teneur élevée en AGPI, connues par leur capacité a induire la catalase
dans les cellules hépatiques (Schrader et al., 1998). Ainsi, le récepteur nucléaire PPARa activé
par ses ligands (AGPI ou Palmitoyléthanolamide) contrdle I'expression génique de la catalase
peroxysomale et de la SOD (Girnun et al., 2002; Mattace Raso et al., 2013). Comme nous
l'avons signalé précédemment, le traitement par I’HA induit l'expression de PPARa, de ses
geénes cibles et de son coactivateur PGC-1a dans le foie des souris (El Kebbaj et al., 2015).

Quant a l'activité enzymatique, nos résultats montrent que quatre heures d'injection
ante-mortem de LPS conduisaient a l'induction dans le cerveau des activités antioxydantes
enzymatiques peroxysomales telles que la CAT, SOD et GPX. Cependant, nous avons observeé
une diminution de l'activité GPX dans le foie par rapport a l'activité de la méme enzyme dans
le cerveau. L'administration de LPS peut entrainer une diminution importante de l'activité des

enzymes antioxydantes (Balkan et al., n.d.; Hsu et al., 2004; n, Eunsung Mouradian, 2008). Une




[Tapezici]

telle augmentation observée ici pour l'activité des enzymes antioxydantes peroxysomales peut
étre observé comme un mécanisme de défense contre les radicaux libres cellulaires, comme
décrit précédemment (Al-amin et al., 2018; Dalia et al., 2015; ElI Kamouni et al., 2017b). En
effet, cette dérégulation du statut antioxydant du cerveau et du foie a été prévenue lorsque les
souris ont été prétraitées avec I'huile d'argan, I'huile d'olive et I'huile de colza. Cet effet
d'amélioration était plus prononcé avec I'huile d'argan, montrant plus d'efficacité que I'huile
d'olive et I'huile de colza pour restaurer les activités cérébrales CAT, SOD et GPX aux valeurs
témoins. La capacité antioxydante de I'huile d'argan a été attribuée a sa forte teneur en composés
phénoliques et en tocophérols (a-, B-, y- et 8-tocophérols) (Monfalouti et al., 2010; Rabie et al.,
2016). Plusieurs études ont mis en évidence la composition chimique de I'huile d'argan en
termes de présence de nombreux composés antioxydants dont les stérols, les tocopherols, les
polyphénols et les carotenes, qui sont considérés comme de puissants piégeurs de radicaux
libres avec un effet antioxydant robuste (Charrouf and Guillaume, 2008c; Khallouki et al.,
2003b).

De plus, nous avons etudié I'expression de 'ARNmM d'Acox1 dans le foie. Acox1 code
pour la premiére enzyme limitante de la voie de B-oxydation peroxisomales. Sa carence entraine
une accumulation des acides gras a tres longue chaine (AGTLC) et une forte réduction de
I'abondance des peroxysomes (Cherkaoui-malki et al., 2018). Nos résultats ont montré une
répression significative par le LPS du niveau dARNmM Acoxl hépatique et aucun effet
significatif sur la quantité de transcription Acox1 cérébrale. L'huile d'argan et I'huile d'olive
n'ont montré aucun effet sur cette répression, seule I'huile de colza a amelioré de maniére
significative I'expression de I'ARNm d'Acoxl. Ces résultats sont en accord avec plusieurs
études (Feingold et al., 2008 ; Kebbaj et al., 2013). Cependant, au niveau protéique, I'expression
de la protéine ACOX1 a été induite dans le cerveau et le foie de souris traitées avec du LPS
seul ou prétraitées avec de I'huile seule (c'est-a-dire AO, OO ou CO) ou en présence de LPS.
Premierement, cet écart intrigant entre les régulations transcriptionnelles et traductionnelles
peut étre da a la différence entre les taux de dégradation de I'ARNm et des protéines, sachant
que la dégradation de I'ARNm peut étre accélérée par une traduction aberrante (Roy et
Jacobson, 2013). D'autre part, la traduction des protéines est sous le contrdle de la signalisation
PERK/elF2a-P/ATF4, qui stoppe le déclin de la synthese des protéines lors du stress du

réticulum endoplasmique provoqué par le LPS (Guan et al., 2014).
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Les phytostérols et la microglie

Les phytostérols sont des stérols vegétaux, ils peuvent étre trouvés dans différentes
parties des plantes (fleurs, tiges, fruits, feuilles et racines), les mammiféres sont incapables de
synthétiser les PSs, raison pour laquelle ils sont exclusivement apportées par 1’alimentation. En
moyenne, un individu consomme entre 100 et 400 mg/j de phytostérols, provenant
principalement d'huiles végétales, de céréales, de noix et de légumes (Lagarda et al., 2006;
Lesma et al., 2018). ils ont été largement utilisés comme compléments alimentaires afin
d'améliorer la santé humaine et de combattre les maladies (Mukherjee, 2019). Les propriétés
pharmacologiques des phytostérols végétaux sur la santé humaine ont été évaluées dans de
nombreuses études (Yuan et al., 2019a) elles ont montré avoir un effet bénéfique sur la
réduction du taux de cholestérol sanguin en interferant avec l'absorption du cholestérol (Hayes
et al., 2004; Jones et al., 1997; Varady et al., 2007) et ainsi diminuer le risque de maladie
cardiovasculaire (Moghadasian, 2000). les phytostérols ont également d'importantes propriétés
anti-inflammatoires, antibactériennes, antiulcéreuses et antitumorales (Arisawa et al., 1985;
Berger et al., 2004; Yuan et al., 2019a). De nombreuses études ont montré que ces COmposeés
réduisaient I'expression des médiateurs pro-inflammatoires, la cyclooxygénase-2 (COX-2) et
I'oxyde nitrique synthase (iNOS), dans les macrophages RAW264.7 stimulés par le LPS (Huang
et al., 2008).

BV-2 est un type de cellule microgliale dérivée de cerveaux de souris C57/BL6.
Les cellules microgliales sont des macrophages résidents du systeme nerveux central, elles
jouent un réle clé dans les infections cérébrales et l'inflammation (Graeber, 2003). La
suractivation des cellules microgliales induit des dommages et des pertes neuronales qui
conduisent au développement de diverses maladies neurodégénératives (Saliba et al., 2018), le
contréle de I'activation de la microglie joue un rdle crucial dans l'inhibition du développement
des troubles neurodégénératifs ou l'atténuation de leur progression (Subramanyam et al., 2019).
Au cours des derniéres décennies, les composés d'origine végétale ayant des activités
pharmacologiques ont recu une attention intensive de la part des scientifiques en tant
qu'alternative a de nombreux médicaments synthétiques pour le traitement des troubles
neurologiques. Dans cette partie de notre étude, nous avons évalué I'effet de deux phytostérols,
le schottenol et le spinastérol, sur I'inflammation induite par le LPS dans la microglie murine

BV-2 WT et sur la lignée cellulaire déficiente en Acoxl (Acox 1 -/-), un modele de déficit en
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Acyl-CoA oxydase (ACOX1) qui est une leucodystrophie peroxysomale rare et sévere associée
a un défaut de B-oxydation des acides gras a tres longue chaine (AGGLC) (Raas et al., 2018).

Effet du SC et SP sur la fonction mitochondriale et
la production des ERO induite par le LPS chez les BV2-
WT et Acox1 -/-

Le test MTT a été utilisé pour évaluer les effets des traitements sur la viabilité
cellulaire et/ou l'activité mitochondriale. Le MTT est réduit en sel de formazan par I’enzyme
mitochondriale succinate déshydrogénase (SDH), dans les cellules métaboliquement actives
(Vejux and Lizard, 2009). Nos résultats ont montré qu'a faible concentration, SC et SP n‘avaient
aucun effet sur la viabilité des BV-2 WT et Acox1-/- et sur la fonction mitochondriale. Dans
une étude précédente, notre équipe a montré que le SC et le SP de I'huile d'argan ou de I'huile
de graines de cactus ne sont pas toxiques pour les cellules microgliales BV2 et peuvent avoir
un impact sur le potentiel membranaire mitochondrial (ElI Kharrassi et al., 2014b). Nous
remarquons que la fonction mitochondriale des deux lignées cellulaires a été significativement
altérée par le traitement au 7-KC a 20uM, en particulier a 48h de traitement, le 7-KC induit la
mort cellulaire en provoquant une forme spécifique d'activité cytotoxique definie comme
l'oxiapoptophagie, comprenant le stress oxydatif, I'induction de la mort cellulaire par apoptose
associée a des criteres autophagiques (Nury et al., 2021), I'absence de ’enzyme ACOX1 dans
la lignée cellulaire Acox1-/- simultanément avec le traitement 7-KC a présenté un double
challenge pour les cellules BV-2 Acox1-/- dont la fonction mitochondriale semble étre plus
affectée par le traitement au 7- KC que les BV-2 WT. De plus, nous avons évalué la production
des ERO par (H2DCFDA), cette sonde est largement utilisée comme sonde spécifique pour la
détection du peroxyde d'hydrogene (H202), mais elle peut généralement détecter une large
gamme de ERO tels que les ions superoxyde (O2-) les radicaux hydroxyle (*OH ), et le
peroxynitrite (ONOO-) (Kaur et al., 2016). Nous avons également utilisé la sonde DHE pour
détecter les radicaux superoxydes. Le superoxyde est le ERO le plus important du systéeme
nerveux central (Jelinek et al., 2021). Nos résultats ont révélé une forte induction de la
production des ERO par BV-2 WT et Acox 1 -/- enréponse au traitement au LPS. les microglies
sont activées par les LPS qui déclenchent une production massive des ERO (More and Makola,
2020; Sousa et al., 2020; Zhang et al., 2022), les ERO peuvent initier I'apoptose et perturber la

barriere hémato-encéphalique, produisant des dommages au cerveau qui peuvent étre
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irréversible (Qu et al., 2016). la quantité accrue de genération des ERO a été significativement
inhibée par les deux PS (SC et SP). Dans leur étude (Yoshida and Niki, 2003) ont montré que
le phytostérol agit chimiquement comme un antioxydant et piégeur des radicaux libres. De plus,
SC et SP atténuent I'activité, I’ARNmM et I'expression protéique de la catalase induite par le LPS,
la catalase constitue lI'enzyme principale dans la neutralisation peroxysomale du H.O> pour
produire de I'eau et de l'oxygene, la perturbation de l'activité de la catalase est liée a de
nombreuses maladies neurodégénératives (Nandi et al., 2019). Auparavant, nous avons
démontré que I'huile d'argan régule l'activité, ARNm et I'expression protéique de la catalase
induites par le LPS dans le cerveau de la souris (Essadek et al., 2022), les données obtenues
dans cette étude suggerent que le SC et le SP peuvent étre le composant derriére cette activité,
ils agissent comme antioxydants et empéche I'accumulation de H20> qui empéche
l'augmentation de l'expression et de l'activité de la catalase induite par le LPS, ainsi les
phytostérols modulent les activités des enzymes antioxydantes et agissent comme des piégeurs
des ERO (Baskar et al., 2012; Vivancos and Moreno, 2005). La participation du stress oxydatif
au développement de plusieurs troubles neurodégénératifs a été largement documentée
(Andersen, 2004; Cenini et al., 2019; Halliwell, 2006).

Effet du SC et SP sur le métabolisme lipidique le
transport et la dégradation des AGTL dans la microglie

Le métabolisme lipidique est crucial pour le développement neuronal, la plasticité
synaptique et la fonction microgliale (Jo and Cho, 2019), la perturbation du métabolisme
lipidique au niveau de la syntheése, du transport ou du catabolisme contribue a la pathogenese
de plusieurs troubles neurodégénératifs, dont la maladie d'Alzheimer (Lizard et al., 2012a) la
maladie de Parkinson (Griffin and Ackerman, 2020)(Chen et al., 2012) et le déficit en ACOX1
(OMIM #264470) qui est un trouble autosomique récessif qui provoque une perte rapide et
sévere de la fonction du systéme nerveux associée a une régression du développement, des
crises récurrentes, des réflexes exagérés , perte de vision et d'audition et déces entre 4 et 10 ans
(Chung et al., 2020), dans la présente étude, nous avons évalué l'expression de I’ARNm,
I’expression protéique et l'activité enzymatique de I'Acox1 dans les BV-2 WT, ACOX1 est une
protéine peroxysomale nécessaire a la dégradation des AGTLC par le processus de la B-

oxydation peroxysomale, elle est principalement exprimée dans les cellules gliales. Nous avons
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¢galement évalué l'expression de I’ARNm et I’expression protéique de ABCD1 et ABCD2.
ABCD1 et ABCD2 appartiennent a la famille des transporteurs peroxysomal ATP-binding
cassette (ABC), ils transportent les esters CoA des AGTLC dans les peroxysomes pour la
dégradation par B-oxydation (Morita and Imanaka, 2012), le déficit en ABCD1 est la principale
cause de la maladie peroxysomale héréditaire Adrénoleucodystrophie liée a I'X (X-ALD),
associée a la neurodégenérescence et a la démyélinisation cérébrale inflammatoire (Pujol et al.,
2004; Singh et al., 2009). Nos résultats ont montré que le traitement au LPS atténuait a la fois
l'expression de L’ARNm et l'activité enzymatique d'Acox1 et n'avait aucun effet remarquable
sur son expression protéique, le déficit en Acox1 provoque une accumulation des AGTLC et
une perte des cellules gliale dans le SNC (Griffin and Ackerman, 2020), d'autre part, le LPS a
diminué a la fois I'expression de L’ ARNm et de la protéine ABCD1 dans les BV-2WT et Acox1
-/-. Le LPS induit une diminution de I'expression des transporteurs ABC (Baranova et al., 2002;
Khovidhunkit et al., 2003), dans les cellules spumeuses de macrophages en culture, le
stigmasterol a augmenté l'expression de ABCA1l et ABCG1 et a augmenté l'efflux de
cholestérol vers I'apolipoprotéine (Apo) Al et HDL (Sabeva et al., 2011), dans leur étude
(Gibson et al., 2012) ont constaté que le LPS stimule la microglie et altére I'efflux des substrats
prototypiques du transporteur ABC en modifiant leur expression protéique et ’ARNmM par la
voie de signalisation NF-kB . De plus, nous avons évalué I'expression de 'ARNmM de PPAR-a
dans les BV-2 Acox1 -/- les résultats ont montré une forte réduction de I'expression de PPAR-
o par le traitement au LPS. PPAR-a est un facteur de transcription régulé par différents facteurs
(nutrition, libération d'hormones, cytokines et facteurs de croissance) (Contreras et al., 2013),
les genes cibles de PPARa sont impliqués dans le métabolisme du glucose et des lipides et dans
les voies de modulation de I'inflammation (Lefebvre et al., 2006), les PPARs activés possédent
une action anti-inflammatoire démontrée par leur capacité a inhiber l'expression génique des
facteurs de transcription pro-inflammatoires, notamment le transducteur de signal et I'activateur
de la transcription (STAT), la protéine activatrice-1 (AP-1) et le facteur nucléaire ( NF-xB)
(Zhang et al., 2014). Une étude réalisée par (Nomaguchi et al., 2011) a montré que les
phytostérols d'aloevera agissent comme des ligands pour PPAR-a et améliorent les niveaux
d'expression des genes cibles de PPAR dans le foie de souris souffrant d'obésité induite par
I'alimentation. Dans cette étude, nous rapportons une augmentation de 1’expression de PPAR-
a par le SC et le SP. Les phytostérols agissent directement comme des ligands des (PPAR),
activant la sirtuine 1 (SIRT-1), qui sont impliquées dans la régulation du métabolisme des

lipides et la pathogenése de la démence (Shuang et al., 2016). De plus il a été rapporté que les
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esters de phytostérols régulent I'expression de TGF-B1, TGF-B2, TNF-a, UCP-2, PPAR-a et
PPAR-y dans le tissu hépatique au niveau de ' ARNm et des protéines (Song et al., 2017).

Effet du SC et SP sur les cytokines pro et anti-
inflammatoires dans la neuro-inflammation induite par
le LPS dans la microglie

En outre, nous avons évalué la production de NO dans le milieu de culture par BV-2
WT et Acox 1 -/- aprés stimulation par le LPS. Le NO est une molécule de signalisation produite
par la NO synthase (NOS), le NO joue un role clé dans la neurotransmission et la neuro-
inflammation, dans le cerveau, le NO assure les interactions entre les neurones et les cellules
gliales au sein du SNC (Saravi, 2017), il existe trois isoformes de NOS , NOS neuronale
(nNOS), NOS endothéliale (eNOS) qui produisent un NO non nocif qui peut avoir un effet
neuroprotecteur car il peut mettre fin aux réactions en chaine de la peroxydation lipidique, NOS
inductible (iNOS), qui produisent un NO nocif qui agit comme un pro-oxydant en réagissant
avec le superoxyde et en formant de 'ONOO- hautement réactif (Shirley et al., 2014). Nos
résultats ont montré que le traitement au LPS augmentait la libération de NO par BV-2 WT et
Acox 1 -/- dans le milieu de culture ainsi que I'expression de 'ARNmM et des protéines d'iNOS.
Il est bien établi que les cellules microgliales constituent la principale source d'iNOS/NO apres
traitement au LPS, dans des conditions normales, INOS n'est pas exprime dans le cerveau, mais
des médiateurs inflammatoires tels que le LPS et les cytokines provoquent son expression dans
la microglie et les astrocytes (Saha and Pahan, 2006; Steinert et al., 2010). Le NO libéré de la
microglie activée agit au niveau du site présynaptique en blogquant la recapture du glutamate,
qui induit l'activation des récepteurs N-méthyl-D-aspartate (NMDA) et facilite la mort
neuronale (Luo et al., 2011). Nous rapportons ici que SC et SP diminuent de maniere
significative la libération de NO dans le milieu de culture et I'expression de protéines et
d’ARNm d'iNOS induite par le LPS, de plus en plus de preuves suggerent que les phytostérols
réduisent la production de NO (Bradford and Awad, 2007; Moreno, 2003; Sharma et al., 2021).
En plus du NO, les cellules microgliales activees libérent également d'autres médiateurs
inflammatoires, tels que le TNF-a et I'TL-1B (Babi¢ Leko et al., 2020). Pour étudier plus
profondément l'effet anti-inflammatoire de SC et SP, nous avons évalué l'expression de

I’ARNm de TNF-a et IL-13 dans BV-2 WT et Acox 1 -/-, nous remarquons que la microglie
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Acox 1 -/- libére des quantités significativement plus importantes des trois médiateurs (NO,
TNF-a et IL-1B) par rapport a la microglie de type sauvage, en plus I'expression de ' ARNm
des deux cytokines pro-inflammatoires (TNF-a et IL-1B) ont été induites par le LPS. Lorsqu'il
est activé par le LPS, la microglie produit des facteurs pro-inflammatoires neurotoxiques (Qin
et al., 2005), le TNF-a est une cytokine pro-inflammatoire puissante et un facteur important
dans la régulation de la mort cellulaire apoptotique neuronale (Wilms et al., 2010). Au cours de
I'inflammation aigué, le TNF-a joue un role clé dans la restauration de 'homéostasie cérébrale,
agissant comme un garde défensif pour se protéger contre les lésions, les infections et la
neurodégénérescence du SNC (Belarbi et al., 2012; Muhammad, 2019; Shi et al., 2013).
Lorsqu'il est libéré a des concentrations élevées, le TNF-a favorise 1'apoptose et active le NF-
kB, ce qui conduit a la production de cytokines pro-inflammatoires et donc a la neuro-
inflammation et a la mort neuronale (Jung et al., 2019; McFarland et al., 2018). De plus, I'lL-
1B est une cytokine qui peut activer la microglie et les astrocytes et conduire a la synthese
d'autres médiateurs pro-inflammatoires et chimiotactiques dans le SNC (Lynch, 2015), la
surexposition de I'lL-1p provoque des dommages neuronaux, vasculaires et oligodendrocytes
considérables dans de nombreux maladies neurodegénératives telles que les maladies de
Parkinson et d'Alzheimer (Koprich et al., 2008; Shaftel et al., 2008). Plusieurs études ont
rapporté que la stimulation de la microglie par le LPS induisait la libération de mediateurs
inflammatoires, tels que NO, PGE2, TNF-a et IL-1p (Thameem Dheen et al., 2007), nos
résultats ont montré que le co-traitement avec SC et SP inhibait I’expression des médiateurs
pro-inflammatoires NO, TNF-a et IL-1p, induits par le LPS. Ces résultats ont indiqué que SC
et SP avaient des effets anti-inflammatoires sur les cellules microgliales BV2 stimulées par le
LPS. L'inhibition des cytokines pro-inflammatoires a été évaluée comme un mécanisme clé
pour atténuer les maladies neurodégénératives (Qian et al., 2010). Plusieurs phytostérols ont été
reconnues avoir un effet anti-inflammatoire manifesté par leur capacité a inhiber la production
et l'activation de I'oxyde nitrique (NO), (INOS), (TNF-a), de la cyclooxygénase-2 (COX-2) et
de la protéine kinase extracellulaire phosphorylé (p-ERK) (Jie et al., 2022; Yuan et al., 2019a).
Dans un essai clinique (Kurano et al., 2018) a démontré I'existence d'une corrélation négative
entre les niveaux de sitostérol et les niveaux sériques de TNF-a et d'IL-6. Dans notre étude,
nous avons également constaté que SC et SP augmentent I'expression de I’ARNm de la cytokine
anti-inflammatoire 1L-4 diminuée par le LPS. L'IL 4 est une cytokine pléiotrope qui régule
I'hnoméostasie cérébrale. Il a été décrit comme ayant des propriétés anti-inflammatoires et un
effet régulateur tel que la réparation tissulaire et la protection cellulaire dans l'activation de la

microglie dans la neuroinflammation (Butovsky et al., 2006; Jeong et al., 2019). Dans son étude
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(Spittau, 2017) a montré que la délivrance d'IL-4 au SNC constitue une approche thérapeutique
puissante pour réduire les dommages neuronaux induits par les réponses inflammatoires
induites par la microglie dans les troubles neurodégénératifs. De plus, il a été démontré que
I'lL-4 supprime I’expression des cytokines pro-inflammatoires, telles que I1L-1p, IL-6, TNF-a
et NO (Huhner et al., 2017; Park et al., 2005), ces résultats sont en accord avec nos résultats qui
ont montré que I'amélioration de l'expression de ’ARNm de I'lL-4 par SC et SP a atténué
I'expression de I'lL-1p TNF-a et iINOS.




Conclusion
perspectives

el
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Dans sa globalité le travail réalisé dans ce projet de these a permis d’apporté de
nouvelles preuves convaincantes décrivant D’activité antioxydantes et lactivité anti-

inflammatoire de 1’huile d’argan.

L’huile d’argan dans un premier temps testé sur le modele unicellulaire primitif T.
pyriformis a montré une grande capacité a piéger les radicaux libres et une forte activité
antioxydante traduite par le rétablissement du taux et de Dactivité des enzymes
antioxydantes a des niveaux des cellules contréles , dans le méme sens et sur le modele in-
vivo qu’est la souris nous avons montré pour la premiére fois avec nos travaux réalisés sur
le cerveau que I’huile d’argan donné comme prétraitement protége le cerveau contre le
stress oxydant causé par le LPS, ce dernier perturberait le métabolisme peroxysomale et
induisait une forte inflammation. L huile d’argan et grace a sa composition unique en acides

gras polyinsaturés et en polyphénols, tocophérols et phytostérols a permis

v De protéger le cerveau du stress oxydatif révéler par 1’élévation de I’expression et
I’activité des enzymes antioxydantes

v De maintenir ’homéostasie du métabolisme peroxysomale par la protection contre sa
dérégulation causé par le LPS notamment la perturbation de la catalase I’Acox 1 et les
transporteurs peroxysomaux Abcdl et Abcd?2.

v D’atténuer I’inflammation en agissant au niveau transcriptionnel par la diminution du

biomarqueur pro-inflammatoire TNFa.

Par ailleurs, les travaux de la derniére partie de ce projet se sont focalisés sur I’étude
des effets des deux phytostérols majeurs de 1’huile d’argan schotténol et spinastérol sur le

stress oxydatif et la neuro-inflammation dans la microglie nos résultats ont montrés que

v' Le SC et le SP possédent une forte activité antioxydante illustré par la neutralisation des
ROS en générale et le radical superoxyde en particulier

v' Le SC et le SP protege la microglie contre la dérégulation de la fonction peroxysomale
par le rétablissement et I’activité de la catalase et I’Acox1, ABCDI et ABCD2 altéré
par le LPS

v" Le SC et le SP possédent une activité anti-inflammatoire au niveau de la microglie ils
atténuent la production du NO et I’expression de son géne iNOS ils agissent au niveau
transcriptionnel ou ils diminuent I’expression des cytokines pro-inflammatoires IL-1§

et TNF-a et induisent ’expression de la cytokines antiinflammatoire |L-4.
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v Le SC et le SP possédent un effet modulatoire du métabolisme lipidique par la régulation

de I’expression du facteur de transcription PPAR-a

Les effets du SC et SP observées sur les cellules déficientes en Acox1 constituent un
apport prometteur pour les patients atteints de la maladies neurodégénératives associé a la
déficience en ACOX1, comme continuité de ce travail

v’ 1l serait intéressant de testé 1’effet des deux phytostérols sur une lignée humaine des
patients atteints de la déficience en ACOXL.

v" Notre laboratoire dispose aussi de lignées microglie murine BV-2 (ABCD1 -/-,
ABCD?2 -/-, ABCD1/2 -/-) obtenues par la techniqgue CRISPR-Cas 9 il serait intéressant
de testé I’effet du SC et SP sur ces lignées, et aussi utilisé d’autres types de cellules
comme les oligodendrocytes et d’autres types de cellules du systéme nerveux centrale,
aussi utilisé des cultures de cellules mixtes pour mieux mimer la fonction cérébrale.

v 1l est aussi nécessaire de creusé le mécanistique et mieux étudier les voies de
signalisation afin de mieux comprendre I’effet de I’huile d’argan en générale et du SC
et SP en particulier.

v" Il est aussi nécessaire de testé nos phytostérols sur un modele in-vivo pour voir si leurs
activité antioxydante et antiinflammatoire serait aussi présente comme in-vitro surtout

avec le debat ouvert sur la biodisponibilité des phytostérols.
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