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Résumé

L’objectif de mes travaux de these était de mieux comprendre le role des cellules
microgliales dans la neuroinflammation initiée dans plusieurs leucodystrophies peroxysomales
neurovégétatives et d’explorer les effets protecteurs de substances issues du cactus Opuntia
ficus indica. Pour ce faire, nous avons utilisé comme modeéle in vitro des cellules microgliales
déficientes en transporteurs ATP Binding Cassette D (ABCD1 et ABCD2) ou en acyl-CoA
oxydase 1 (ACOXI1). Il s’agit de deux lignées cellulaires murines BV-2, déficiente en
Abcd1/Abed2 - ou déficiente en Acox1™, obtenues par ailleurs par édition génique gréce a la
méthodologie CRISPR/Cas9. Nos résultats ont permis : (i) de caractériser, par analyse en
centrifugation différentielle et ultracentrifugation isopycnique, I’impact de ces déficiences
(Acox1 - ou Abcd1/d2”) sur la taille et /ou la densité des peroxysomes et les autres organites
cellulaires grace aux activités des enzymes marqueurs. De plus, nous avons démontré une
modification de la capacité phagocytaire de ces cellules microgliales mutantes ; (ii) d’explorer
I’effet protecteur de 1’huile de graines de cactus (CSO), Opuntia ficus-indica, in vivo chez les
souris, traitées ou non par des lipopolysaccharides (LPS), montrant ainsi une activité anti-
inflammatoire de la CSO en réduisant aussi bien au niveau cérébrale I’expression d’iNos qu’au
niveau hépatique les expressions de I’ll- 14 et I’11-6. La CSO est capable également de rétablir
les activités peroxysomales respectivement, antioxydante de la catalase et B-oxydative de
I’ACOX1 affectées par le traitement aux LPS ; (iii) d’évaluer, dans les cellules sauvages et
déficientes en Acoxl, le potentiel protecteur de deux familles de substances issues de cactus
(flavanols :isorhamnétine,  isorhamnétine-rutinoside,  quercétine; et  polyphénols :
férulaldehyde, syringaldéhyde, vanilline) contre I’inflammation et le stress oxydatif générés
par ’absence de I’activit¢ ACOXI1 et/ou par les LPS. Ces substances issues de cactus sont
capables de réduire I’expression des médiateurs pro-inflammatoires (TNFa, NLRP3, IL-1B) et
la production de NO, d’augmenter 1’expression des enzymes antioxydantes peroxysomales
(Catalase et SOD1), et de restaurer les fonctions lysosomales impactées par le stress cellulaire

induit par 1’absence de I’activit¢ ACOX1 ou par le traitement aux LPS.

Mots clés : ABCD1, ACOX1, antioxydant, B-oxydation, catalase, cellules microgliales BV-
2, inflammation, Opuntia ficus-indica, peroxysome.
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Abstract:

The objective of my thesis work was to better understand the role of microglial cells in
neuroinflammation initiated in several neurovegetative peroxisomal leukodystrophies and to
explore the protective effects of substances from the cactus Opuntia ficus indica. To this end,
we used as an in vitro model microglial cells deficient in ATP Binding Cassette D transporters
(ABCD 1 and ABCD 2) or acyl-CoA oxidase 1 (ACOX1). These are two BV-2 murine cell
lines, deficient in Abcd1/Abcd2”- or deficient in Acox1”", obtained elsewhere by gene editing
using the CRISPR/Cas9 methodology. Our results made it possible to: (i) characterize, by
differential centrifugation and isopycnic ultracentrifugation analysis, the impact of these
deficiencies (Acox1 - or Abcd1/d27) on the size and/or the density of peroxisomes and other
cellular organelles thanks to the activities of marker enzymes. We also revealed a change in
the phagocytic capacity of these mutant microglial cells; (ii) to explore the protective effect of
cactus seed oil (CSO), Opuntia ficus-indica, in vivo in mice, treated or not with
lipopolysaccharides (LPS), thus showing anti-inflammatory activity of CSO by reducing both
cerebral expression of iNos and at the hepatic level the expressions of Il-74 and 11-6. CSO was
also able to restore peroxisomal activities, antioxidant of catalase and -oxidative of ACOX1,
respectively affected by LPS treatment; (iii) to evaluate, in wild and deficient in Acox1 cells,
the protective potential of two families of cactus substances (flavanols: isorhamnetin,
isorhamnetin-rutinoside, quercetin; and polyphenols: ferulaldehyde, syringaldehyde, vanillin)
against inflammation and oxidative stress generated by the absence of ACOX1 activity and/or
LPS treatment. These cactus-derived substances can reduce the expression of pro-inflammatory
mediators (TNFa, NLRP3, IL-1B) and the production of NO, increase the expression of
peroxisomal antioxidant enzymes (Catalase and SOD1), and restore the lysosomal functions

impacted by cellular stress induced by the absence of ACOX1 activity or by LPS treatment.

Keywords: ABCD1, ACOX1, antioxidant, p-oxidation, catalase, microglial BV-2 cells,
inflammation, Opuntia ficus-indica, peroxisome.
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Liste des abréviations

Traitement
CO Colza oil
CSsO Cactus seed's oil
HGC Huile de graine de cactus
HMC 4-Hydroxy-3-methoxycinnamaldehyde
IR Isorhamnetine
RU Isorhamnetine 3-rutinoside
OFI Opuntia ficus-indica
00 Olive oil
QE Quercétine
SA Syringaldehyde
VA Vanilline
Cellule
ABCD1" Cellules déficientes en ABCD1
ABCD1/D2" Cellules double déficientes en ABCD1/D2
ABCD2" Cellules déficientes en ABCD2
ACOX1™" Cellules déficientes en ACOX1
APC Antigen-Presenting Cell
Breg Regulatory B lymphocyte
DC Dendritic Cell
ILC Innate Lymphoid Cell
KO Knockout
NK Natural Killer
NPCs Neural Progenitor Cells
RE Reticulum Endoplasmique
RPE Retinal Pigment Epithelium
SNC Systéme nerveux central
STm Salmonella typhymurium
MRSA Staphylococcus Aureus Résistant a la Méticilline
TH2 Lymphocytes Th2
Treg Lymphocyte Regulatory T
WT Wild Type
Maladies
ALD AdrénolLeucoDystrophie
NALD Neonatal Adrenoleukodystrophy
P-NALD Pseudo Neonatal AdrenoLeukoDystrophy
x-ALD X-linked AdrenoLeukoDystrophy
Molécules
ARE Antioxidant Responsive Element
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15-LO

15-LipOxygenase

ABC ATP-Binding Cassette
DYy ATP-Binding Cassette AL/G1
ABCD1 ATP-Binding Cassette, sub-family D member 1
ABCD3 ATP-Binding Cassette subfamily D member 3
ACOX1 Acyl-CoA OXidasel
ADN Acide DésoxyiboNucléique
AG Acide gras
Akt/PKB Protéine kinase B
ALDP AdrénolLeucoDystrophy Protein
APC Cellule Présentatrice d’ Antigéne
ARNmM Acide RiboNucléique messager
ATP Adénosine TriPhosphate
CASP1 CASPasel
c-Jun Facteur de transcription Jun
CNTF Facteur NeuroTrophique Ciliaire
COX-2 Cyclo-Oxygenase-2
CRP Protéine C Réactive
CXC Chemokines
DHA Acide DocosaHexaénoique
DPP 111 DiPeptidyl-Peptidase 3
DPPH 2,2-DiPhényl 1-Picrylhydrazyle
dTTP désoxyThymidine TriPhosphate
EGFR Récepteur du Facteur de Croissance Epidermique
Enoyl-CoA Hydr And 3-Hydrox | CoA
EHHADH vleo yd[?(te?]?drogder?aseyd oaeyco
eNOS NOS endothéliale
ERK Extracellular signal-Regulated kinases
FADH Flavine Adénine Dinucléotide
GPx Glutathion Peroxydase
GSH Glutathion
H202 Peroxyde d'hydrogene
HDL High-Density Lipoprotein
HO-1 Héme Oxygénase-1
HSD17B4 17B-HydroxyStéro'|'deIE)/éshydrogénase de type
ICAM-1 Intercellular Adhesion Molecule 1
IFN-y InterFéroN gamma
19G, IgA, et IgM ImmunoGlobuline G/A/M
IL-12 Interleukine-12
ILIRN Interleukin 1 Receptor Antagonist
IL-1B InterLeukine-1beta
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IL-2 InterLeukine-2
IL-6 InterLeukine-6
IL-8 InterLeukine-8
INOS Oxyde Nitrique Synthase Inductible
JAK?2 JAnus Kinase 2
JNK c-Jun NH2-terminal Kinase
LAMP2 Lysosomal-Associated Membrane Protein 2
LCFA Long Chain Fatty Acids
LDL Low-Density Lipoprotein
LIF Facteur Inhibiteur de la Leucémie
LPS LipoPolySaccharide
LTB4R Leukotriene B4 Receptor
LXR nuclear Liver X Receptors
MAPK Mitogen-activated protein kinase
MDA MalonDiAldehyde
MHC Complexes Majeurs d’Histocompatibilité
MYD88 Myeloid differentiation primary response 88
NADH Nicotinamide Adénine Dinucléotide
NF-xB Nuclear Factor-kappa B
NOD-Like R r family, Pyrin domain
NLRP3 ° j ecsgrtl(:ainailng :)3/ yrin dome
nNOS NOS neuronale
NO Nitric Oxide
Nrf2 Nuclear factor rythroid-2-Related Factor 2
OSM OncoStatine M
ox-LDL Oxidized Low-Density Lipoprotein
PARP Poly(ADP-Ribose) Polymérase
PEX11pB Peroxisomal membrane protein 113
Peroxisome proliferator-activated receptor
PGCla Gamma Coactivator 1-alpha
PGC1-B Peroxisome proliferatc_)r-activatefj receptor
Gamma Coactivator 1-béta
PI3K Phosphoinositide 3-kinase
PKC Protéine Kinase C
PP Peroxisome Proliferation
PPARa Peroxisome Proliferator Activated Receptor alpha
PPARP Peroxisome Proliferator Activated Receptor béta
PPARy Peroxisome Proliferator Activated Receptor
gamma
PXR Pregnane X Receptor
RNS Reactive Nitrogen Species
ROS Reactive Oxigen Species
SOD SuperOxide Dismutase
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Signal Transducer and Activator of Transcription

STAT1 1
TGF-Beta Activated Kinase 1 (MAP3K7)
TABL Binding Protein 1
TAKL Transforming growth fictor-B-Actlvated Kinase
TGF-p Transforming Growth Factor beta
TLR Toll-Like Receptor
TLR4 Toll Like Receptor 4
TNF-a Tumor Necrosis Factor-a.
TOLLIP TOLL Interacting Protein
VLCFA Very Long Chain Fatty Acid
VLDL Very Low Density Lipoprotein
Techniques
ABTS Acide 2,2'-azino-Bis(3-éthyIbenonhiazoIine-G-
Sulphonique)
AMC 7-Amino-4-Methylcoumarin
BCA BiCinchoninic acid Assay
BSA Bovine Serum Albumin
CFU Unité Formant une Colonie
Clustered Regularly Interspaced Short
CRISPR cas9 Palindromic Repeats, CRISPR associated protein
9
Ct Cycle to Threshold
DAPI 4’ 6-DiAmidino-2-Phenylindole
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DO Densité optique
DPBS Dulbecco's phosphate-buffered saline
DTNB 5,5’-DiThiobis (2-NitroBenzoic acid)
ECL Enhanced ChemiLuminescence
GFP Green Fluorescent Protein
HRP HorseRadish Peroxidase
MTT 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyl
tetrazolium bromide
PBS Tampon phosphate salin
PCoA Palmitoyl-CoA
PCR Polymerase Chain Reaction
PVDF Poly(VinyliDene Fluoride)
RIPA RadiolmmunoPrecipitation Assay
RTqPCR Quantitative Reverse Transcription PCR
Dodium Dodecyl Sulfate—PolyAcrylamide Gel
SDS-PAGE yElectrophores?g !
TEMED N, N, N', N'-tétraméthyléthylenediamine
UV. A/B/C Ultra-violet
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Chimie

2-MeO 2-MéthylOxolane
APS Ammonium PerSulfate
Ca Calcium
CO2 Dioxyde de carbone
Cu Cuivre
DMSO DiMéthylSulfOxyde
DOC 2,5-DimethOxy-4-Chloroamphetamine
EDTA EthyleneDiamineTetraAcetic acid
H2SO4 Acide sulfurique
HCI Acide chlorhydrique
HVA HomoVanillic Acid
KH2PO4 Potassium dihydrogen phosphate
Mg Magnésium
MUG M¢éthylUmbelliferyl -Galactopyranoside
Na:HPO4 Disodium hydrogen phosphate
NaCl Chlorure de sodium
NaHCO3 Hydrogénocarbonate de sodium
NaOH Hydroxyde de sodium
NO:2 Dioxyde d'azote
NP40 Nonidet-P40
SDS Sodium Dodecyl Sulfate
TBA Thiobarbituric Acid
TCA Acide TriChloracétique
TiSO4 Titanyl Sulfate
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l. Introduction

Le Maroc situé au Nord-Ouest d’Afrique, sur le littoral de 1’Atlantique et de la
Méditerranée est connu par ces régions a climat aride et semi-aride, et sa production massive
des produits issus de plantes grasses. Ces dernieres, comme le fruit de cactus, sont présentes
de maniere abondante dans le régime alimentaire de la plupart des familles marocaines, surtout
en période d’été. La révélation de la science des propriétés thérapeutiques du cactus (cladodes,
fleurs, graines, et mésocarpe charnu) (G. Das et al. 2021; Koubaa et al. 2017) a suscité un
intérét pharamineux de la part de différentes organisations cosmétiques, agroalimentaires, et
pharmaceutiques de tous les coins du monde pour produire des remedes issus d’aliment
fonctionnel qui vont servir a la prévention ou le traitement des maladies humaines (Feugang et
al. 2006; Bouhrim et al. 2020) par I’exploitation des données scientifiques. La consommation
fulgurante qu’a connu ces types de médicaments ou existent aussi sous le nom de suppléments
alimentaires, les a rendus aujourd’hui au sommet et parmi les forts investissements dans le
monde, avec des rendements financiers colossaux. Les chercheurs aussi de leurs cotés ne
cessent d’investiguer dans ce sens-1a, tant qu’il est toujours un terrain fertile avec des apports
scientifiques importants et productifs. Cette nature qui ne s’enlace de nous émerveiller par ces
produits composés d’un cocktail d’éléments biochimiques naturels parfaitement bien dosés,
nous a poussé aussi autant qu’équipe scientifique a puiser de ce puits et chercher 1’effet
protecteur des substances naturelles issues de cactus sur le stress oxydant et I’inflammation liés
aux déficiences de la B-oxydation peroxysomale. Les espéces réactives d’oxygene contribuent
a I’apparition ou la progression de la pathogenése de certaines maladies neurodégénératives
comme les leucodystrophies NALD et x-ALD au niveau de I’organisme. L’huile de graine de
cactus a eté récemment considérée parmi les aliments a fort potentiel anti oxydant. L’objectif
de cette étude est d’évaluer 1’effet protecteur de I’huile de graines de cactus et des composés
issus de cactus contre le stress oxydatif (H202, VLCFA) et I’inflammation induisant ainsi
I’altération de I’ADN et des dysfonctionnements cellulaires. Notre étude est composee de 3
grands volets : le premier consiste a établir une caractérisation des modeles cellulaires BV2
microgliales générées par la technique de biologie moléculaire CRISPR cas9 (Raas, Saih, et al.
2019; Raas, Gondcaille, et al. 2019), alors que le deuxiéme concerne 1’évaluation in vivo des
effets protecteurs des huiles naturelles de graines de cactus sur le tissu hépatique et cérebral de
souris, et le dernier volet s’intéresse a ’effet des molécules pures issues de cactus sur

I’inflammation et sur les fonctions peroxysomales in vitro. Le travail de recherche était
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réalisable et concevable grace aux différentes techniques biochimiques (Dosage d’activité
enzymatiques, test de cytotoxicité), physicochimique (Fractionnement cellulaire différentielle
et isopycnique) et de biologie moléculaires (Western Blot et RTqPCR) ainsi que des tests
biologiques ex-vivo (test de phagocytose des bactéries). L’ensemble des résultats du premier
volet ont montré des différences d’expressions géniques ARNm et protéiques entre les
differentes lignées cellulaires, sans ou infime changement de taille ou de densité des organites
subcellulaires et des différences majeurs au niveau de la fonction phagocytaire des cellules
microgliales. Le traitement des souris avec des huiles naturelles montre un effet considérable
sur ’expression génique de quelques génes d’inflammation sans effet significatif sur la
fonction peroxysomale surtout au niveau de cerveau. Alors que pour le traitement avec les
molécules pures, I’analyse des résultats révélent un effet anti-inflammatoire significatif sur

I’expression génique des geénes d’inflammation et de B-oxydation peroxysomale.

L’exploration permanente des propriétés thérapeutiques et esthétiques du cactus
encouragera les agriculteurs a augmenter la superficie de la culture des plantes grasses et puis
lutter contre 1’érosion et contrebalancer la récente énorme perte des foréts qu’a connue le
monde suite aux incendies liées aux réchauffement climatique, ainsi qu’augmenter le taux de
CO2 atmosphérique bénéfique a la préservation de I’écosystéme (Le Houerou 1996). Le Maroc,
qui a connu des années de sécheresses successives, gagnerait a développer la culture de cette
plante et a intensifier la vulgarisation de son usage en tant que source de fourrage et méme son

industrialisation.
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II. Rappels bibliographiques

1. Le cactus Opuntia ficus indica
1.1. Lecactus

Opuntia ficus-indica (L.) Mill.t* (Ofi), Opuntia ficus-indica var. saboten MAKINO,
Cactus Tuna ou cactus nopal, appartient au angiospermes dicotylédones de la famille des
cactacees constituée d’environ 1500 espéces (Feugang et al. 2006). 1l est connu communément
sous le nom de figue de barbarie et appartient a la sous-famille des Opuntiodeae. La plante Ofi
est présente le plus souvent en Afrique, Mexique, Amérique latine, Australie, Asie et les zones
riveraines de la méditerranée (Butterweck et al. 2011; Piga 2004; Candelario Mondragon-
Jacobo 2002). Au Maroc, ce cactus est retrouvé dans les régions a climat aride et semi-aride.
L’étymologie du mot Opuntia, vient du latin Opuntis (nom propre) =Oponte, capitale de la
Locride en Gréce, en référence a cette région ol poussaient différentes espéces de cactus? alors
que Ficus-Indica, est un nom composé, créé par les botanistes qui signifie le figuier d’inde. Les
figues de barbarie sont largement utilisées en nutrition sous forme de jus, confiture ou thé, en
cosmétique, et aussi pour des raisons thérapeutiques comme médicament traditionnel pour
soigner les cedemes, les brilures, les plaies, I'asthme bronchique, les problémes digestifs et le
diabete (Yoo et al. 2018) due aux molécules bioactives contenues dans le fruit et les cladodes
avec des activités biologiques a effet anti-lésions gastriques, antitumoraux, anti-inflammatoires,
anti-allergiques (Alimi et al. 2010; S. H. Kim et al. 2012; Lim 2010; Zou et al. 2005; Budinsky
et al. 2001; Park et al. 2001; Summers et al. 2010), hypoglycémiques, antimicrobiens et leurs
propriétés anxiolytiques (Alimi et al. 2010; Akkol et al. 2020).

L (L pour Carl von Linné/ systéme moderne de nomenclature binominale) et (Mill. Pour Philip Miller un botaniste) (OFI)

2 (« Http://www.tilo-botanica.eu/espece-n-g/opuntia-ficus-indica.html »)
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Fleur

Figure 1:Image de la plante O. ficus Indica. La plante de cactus est composée de 3 structures
principales fleur, cladode et fleur indiquées dans la figure par des fleches

Au Maroc, il y a une diversité des espéces d’Opuntia, les plus répandues dans le
Royaume est O. ficus indica (Figure 2). La nature des sols, et le métabolisme de type
crassulacéen de la figue de Barbarie permet son développement dans des zones ou les
précipitations ne dépassent pas 200 & 300 mm/an. Les sols preférés par le cactus sont les sols
Iégers, sablonneux-limoneux et caillouteux ayant un pH moyennement acide (5,1 - 6,7), pour
plusieurs especes d’Opuntia le pH du sol est un facteur limitant, mais 1’espéce Opuntia ficus-
indica est rencontrée méme sur des sols calcaires. Le cactus peut aussi résister a des sols de
natures acide et saline avec moins de (50-70mM du NaCl) 50-70 moles de sel par m? (Inglese
et al. 1995) et au sol gypseux et légérement salin a condition qu’ils soient drainés (Loudy,
1997). La teneur en argile doit étre inférieure a 20% pour éviter I’altération des racines et le
développement de la canopée. Il s’agit des sols généralement pauvres en matieére organique
(0,1-1,8%). Une profondeur de 60 a 70 cm du sol assure le développement du systéme racinaire
superficiel. Les sols mal drainés, une nappe phréatique élevée, ou une couche imperméable
superficielle ou carapace ne devraient pas étre utilisés pour la plantation. Afin d’avoir une
production de fruit de bonne qualité, il est préférable que le sol contienne des taux élevés en
potassium et en calcium (Coetzer et al. 2008; Inglese et al. 1995). Le cactus s’adapte

difficilement aux sols hydromorphes et asphyxiants.
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Figure 2: Les sites de production de cactus au Maroc, d’aprés(Nounah et al. 2020). Au Maroc, cing
régions sont connues par la culture du Cactus. Dans la figure les cing régions sont indiquées sur la
carte par les numéros de 1 a 5 et a droite chaque numéro correspond a un nom d’une région du
Maroc.

1.2.  Composition chimique de différentes parties de la plante

La composition chimique des figues de barbarie dépend de différents facteurs : I’espece,
le cultivar (variété de plante cultivée, obtenue par sélection), la variété, les facteurs
environnementaux climatiques et édaphiques, ainsi que la gestion de la culture qui comprend
les traitements de fertilisation et de post-récolte et le niveau de maturité de la plante a la
cueillette (Barbera et al. 1995; Méndez et al. 2015). La description de la composition chimique
amontré un ensemble de composeés a valeur nutritionnelle, riche en vitamines, minéraux, fibres
alimentaires, acides aminés et acides gras en plus des composés bioactifs tels que les
phytosteérols, les flavonoides et les polyphénols qui aident I’organisme a se défendre face aux
différents stress biologiques et a renforcer le bouclier immunitaire. La composition
phytochimique varie d’une structure de Cactus (peau, pulpe, graines et cladodes) a une autre.
O. Ficus Indica a une composition nutritionnelle riche en protéines, eau et matieres grasses
comparant a d’autres especes de cactacées (Medina et al. 2007; Ayadi et al. 2009; Chiteva et
Wairagu 2013)
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1.2.1. Fibres alimentaires, minéraux et vitamines

Les raquettes ou cladodes contiennent principalement de 1’eau, glucides, fibres
alimentaires et protéines (Tableau 1) (Ayadi et al. 2009; Méndez et al. 2015; Hernandez-
Urbiola et al. 2010). OFI est riche en vitamines (Tableau 2). A I’exemple de la pulpe qui
contient de d’acide ascorbique (Galati et al. 2003; Stintzing et al. 2005). Alors que la peau du
fruit de cactus contient majoritairement comme dérivés de la vitamine E, I’a -tocophérol (M.
F. Ramadan et Morsel 2003) et le y-tocophérol est plutdt présent dans I’huile de graine de
cactus que dans I’huile essentielle issue de la pulpe (M. F. Ramadan et Mdorsel 2003a).
Considéré aussi comme une source de minéraux, O. Ficus Indica contient effectivement du
potassium, du magnésium, du calcium et du sodium (Chiteva et Wairagu 2013; Medina et al.
2007; El-Beltagi 2019; El-Said et al. 2010; Albuquerque et al. 2016; Ghazi et al. 2015)
(Tableau 3).

Tableau 1: Composition chimique en fibres alimentaires, sucres et protéines dans les différentes
parties d’0. ficus indica (Silva et al. 2021)

Les différentes structures d’0. ficus-indica

Composé Unité _
Pulpe Graines Peau Cladode
0,96 £
g/100 g 1,37+0,06 12,47+2,30
Fibre brute 0,06
(carbohydrates 4,28 +1,13
insolubles) g/100 g de
. 5,97 £ 0,84
matiére seche
Fibres alimentaires g/100 g des
carbohydrates 12,98 £ 0,32
solubles
totales
) ] ] g/100 g des
Fibres alimentaires
) carbohydrates 34,58 £ 0,99
insolubles
totales
g/100 g 11,22 +
Sucres 1,47
mg dextrose/g 37,93 £ 18,56
) g/100 g 10,55 +
Sucres réduits 069 2,87+0,11
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g/100 g 92,57 +
5,63+0,11
0,99
Carbohydrates
g/100 g de
. 57,87 £ 19,39
matiére seche
) 9/100 g de 7,12 +
Amidon . 455+0,24 535114 0,71+0,10
matiére seche 0,60
g/100 g 0,14 +
0,08 £ 0,00 3,67 +0,01 0,82 £ 0,05
. 0,01
Protéines
9/100 g de 8,30 +
. 513+0,29 11,80+1,17
matiére seche 0,90
Tableau 2: Contenu en vitamines dans les différentes parties d'O. ficus indica
Unité Différentes parties d’O. ficus indica Références
Vitamines Pulpe Huile de pulpe Huile de Peau Cladode
graines
mg acide 54,64 +10,54 109,69 + 19,90 (Cano et al.
Vitamine C ascorbique 2017)
eq/100 g
Acid mg/100g 21,20 +£0,573 59,82 + 0,64 1,83+ (Valente et al.
cide
) 0,33 2011; Méndez
ascorbique
et al. 2015)
mg/100 g 2180 + 198 (Tesoriere et
des lipides al. 2004; M.
Vitamine E totaux F. Ramadan
totale Hg/100 g 115+10 et Mdrsel
mg/100 g 527,40 £36,00 40,30 + 4,00 2003a;
2003b)
mg/100 g 1760 + 155 (Tesoriere et
des lipides al. 2004; M.
totaux F. Ramadan
a-Tocophérol
Hg/100 g 69 + 5,90 et Mdorsel
mg/100 g 849+9 5,60 £ 0,30 20033;
2003b)
mg/100 g 222 +45 (M. F.
des lipides Ramadan et
B-Tocophérol totaux Mérsel
mg/100 g 12,60 £1,00 1,20 £ 0,20 2003a;
2003b)
mg/100 g 26 £12 (Tesoriere et
&-Tocophérol des lipides al. 2004; M.
totaux F. Ramadan
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Hg/100 g 16+1 et Morsel
mg/100 g 422 + 17 0,50 £ 0,10 20033;
2003b)
mg/100 g 174+ 31 (Tesoriere et
des lipides al. 2004; M.
+-Tocophérol totaux F. Ramadan
Mg/100 g 30+3 et Morsel
mg/100 g 7,90 0,60 33+3 2003a;
2003b)
mg/100 g 109 + 32 (M. F.
des lipides Ramadan et
Vitamine K totaux Morsel
mg/100 g 53,20 + 8,00 525 + 60 2003y;
2003b)

Tableau 3: La composition en minéraux dans la plante d'O. ficus indica (L.) Mill.

o Unité Différentes parties d’O. ficus indica Références
Minéraux _
Pulpe Graines Peau Cladodes
. (Salim et al. 2010 ;
Magnesium mg/100 g 1,05 8,07 1,47 94,10 £ 28,3 )
Méndez et al. 2015)
(Salim et al. 2010 ;
mg/100 g 0,06 0,44 0,11 1,71+ 0,99 )
) Méndez et al. 2015)
Sodium
mg/100 mL (Abdel-Hameed et
) 4,65 + 0,56 5,61+0,12
de jus al. 2014)
(Salim et al. 2010 ;
mg/100 g 11,14 64,41 9,48 224+ 74
) Meéndez et al. 2015)
Potassium
mg/100 mL (Abdel-Hameed et
) 21,55+0,94 20,26 + 1,89
de jus al. 2014)
) (Salim et al. 2010 ;
Calcium mg/100 g 0,69 17,37 1,52 177 +31
Méndez et al. 2015)
(Medina et al. 2007;
. Ozcan et al. 2011;
Manganése mg/100 g 0,30 £0,16 0,19 £ 0,03 0,13 0,78 £0,24 .
El-Beltagi 2019;
Méndez et al. 2015)
(Medina et al. 2007;
Ozcan et al. 2011;
mg/100 g 0,20 + 0,06 1,17 +0,17 0,47 0,13 £0,05 )
El-Beltagi 2019;
Fer
Méndez et al. 2015)
mg/100 mL (Abdel-Hameed et
0,22 +0,01 0,15+0,10
de jus al. 2014)
) (Medina et al. 2007;
Zinc mg/100 g 0,21 £ 0,05 0,32 £ 0,03 0,13 0,37+0,21

Ozcan et al. 2011;
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El-Beltagi 2019;
Méndez et al. 2015)
(Medina et al. 2007;

Ozcan et al. 2011;

mg/100 g 0,04 £0,01 0,21 +£0,07 0,19 0,06 + 0,03 .
El-Beltagi 2019;
Cuivre
Méndez et al. 2015)
mg/100 mL (Abdel-Hameed et
) 0,22 £ 0,02 0,21 +0,02
de jus al. 2014)
(El-Beltagi 2019;
Ozcan et Al Juhaimi
Phosphore mg/100 g 0,26 162,75 £ 2,73 0,53 0,09 £ 0,00
2011; Astello-Garcia
et al. 2015)
Molybdene mg/100 g 16,38+ 6,49  (Méndez et al. 2015)
(Méndez et al. 2015;
Chrome mg/100 g 0,01 +0,00 0,03 +0,01 .
Medina et al. 2007)
Nickel mg/100 g 0,03+0,01 (Medina et al. 2007)

1.2.2. Acides gras

Les acides gras constituent aussi une partie majoritaire de la plante surtout au niveau
de la pulpe, I’huile de graine et I’huile de la peau de cactus. Dans la peau on trouve de ’acide
palmitique (C16:0) et acide linoléique (C18:2) (M. F. Ramadan et Mdérsel 2003b; El-Said et al.
2010; Andreu Coll et al. 2019) . Pour les cladodes, il existe de 1’acide palmitique (C16:0), acide
oléique (C18:1), linoléique (C18:2) et linolénique (C18:3) (Abidi et al. 2009). Alors que les
graines de cactus sont les plus valorisées par rapport a la qualité et le potentiel bioactif de ses
huiles essentielles comestibles et leurs effets bénéfiques sur la santé, ils contiennent comme
acides gras, les acides : linoléique (C18:2), oléique (C18:1), palmitique (C16:0), et stéarique
(C18:0) (Ozcan et Al Juhaimi 2011; Ghazi et al. 2015; Chougui et al. 2013; Matthaus et Ozcan
2011; M. F. Ramadan et Morsel 2003b). Plusieurs études ont indiqué que le cactus, et plus
particulierement les fruits, la pulpe, les graines et 1’écorce, étaient riches en acides linolénique,
oléique et palmitique (Ennouri et al. 2005; M. Ramadan et Morsel 2003). L’acide linolénique
(oméga-3) est connu pour étre bénéfique pour la santé, et protége contre les maladies
cardiovasculaires, les affections inflammatoires, les troubles auto-immunes et le diabete
(Shahidi et Ambigaipalan 2018) (Tableau 4).

Tableau 4: Contenu en acides gras dans la plante O. ficus indica

Acides gras Différentes parties de cactus O. ficus indica
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Pulpe Huile de graines Peau Cladode

Laurique 1,55 0,71+£0,15 0,91
Myristique 1,52 1,95+0,25 1,88
Palmitique 22,9 20,1+2,26 23,1+1,98 39,0
Stéarique 5,20 2,72+0,13 2,67+0,21 5,57
Arachidonique
Palmitoléique 1,80+0,11 2,48 +0,22 2,00
Oléique 26,8 18,3+1,58 21,1+2,15 18,0
Linoléique 29,2 53,5+4,89 32,3+2,14 20,4
Linolénique 12,2 2,58+0,16 0,69 + 0,06 10,9
y-Linolénique 8,60+ 1,04
Béhénique 0,50 £ 0,05
Lignocérique 0,41+0,04
Cis-13,16- 0,93+ 0,08
Docosadiénoique
Cérotique 0,35+ 0,04
Nervonique 1,21+0,26

g/100 g des acides g/100 g de lipides  g/100 g des acides
Unites gras totaux g/100 g d'huile totaux gras totaux

(Andreu Coll etal. (M. F. Ramadanet (M.F.Ramadanet (Andreu Coll etal.

Références 2019) Mérsel 2003a) Morsel 2003b) 2019)

1.2.3. Acides aminés

Les acides aminés les plus présents dans la pulpe sont la sérine et la proline et ’acide
y-aminobutyrique , la taurine (Stintzing et al. 1999). Alors que dans les graines on trouve plus

de I’arginine et de 1’acide glutamique (Sawaya et al. 1983; Stintzing et al. 1999) (Tableau 5).

Tableau 5: Contenu en acide aminés dans la plante O. ficus indica

Différentes parties d’0, ficus indica
Acides aminés

Pulpe Graines Cladode

9,36 +
Taurine Non détecté 323,60 +572,10

2,04

Aspartate 844,24 + 256,48 8,60 0,61 £ 0,06
Thréonine 120,71 + 48,48 13,10+ 1,80 3,96 1,38+ 0,15
Sérine 967,94 + 453,75 175,50 + 43,46 4,14 0,48 +0,11
Asparagine 253,21 + 102,22 41,60 £ 5,67
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Glutamate 154,25 + 114,51 66,10 £ 21,06 20,27 1,78 + 0,32
Glutamine 1583,19 + 922,78 346,17 + 205,84
1265,20 +
Proline 6461,79 + 2476,41 5,66 0,45+0,12
455,02
Glycine 174,78 £ 98,60 11,33 +4,23 7,67 0,36 + 0,07
Alanine 353,86 + 156,29 87,23 + 8,16 4,58 0,46 £ 0,05
Citrulline 79,14 £ 71,47 16,27 £ 11,54
Valine 254,38 + 107,03 39,37 £ 9,28 5,69 0,58 £ 0,09
Cystéine 10,63 £+ 8,17 3,10
Méthionine 189,69 + 83,08 55,23 + 22,22 2,61 0,15+ 0,03
Isoleucine 241,39 + 128,77 31,17 +£ 8,63 3,66 0,67 £ 0,05
Leucine 218,72 £ 97,02 20,60 £+ 0,99 6,90 0,76 £ 0,12
Tyrosine 208,35 + 124,69 12,30 £ 2,43 3,56 0,21 £ 0,09
Phénylalanine 337,75 + 145,43 23,33+1,16 4,46 1,37+0,28
pfAlanine 42,25 + 21,12
Acide y-
) ] 2272,69 +1181,82
Aminobutyrique
Histidine 505,48 + 203,07 4520+ 11,29 2,46 0,15+ 0,03
Tryptophane 117,36 + 46,55 12,63 £ 4,33 0,90 0,16 £ 0,02
Ornithine 8,37 £ 4,66
Lysine 205,46 + 103,14 17,40 + 1,27 3,39 0,53 £ 0,08
2-
117,31 £ 42,09

Aminoethanolamine
Arginine 375,87 + 272,37 30,50 + 8,29 14,62 0,16 £ 0,02
Carnosine 590+1,71

(Tesoriere o (Hernandez-

o ) (Stintzing et al. (Sawaya et )
Références (Ali etal. 2014) etal. Urbiola et al.
1999) al. 1983)
2004) 2010)
g acides 9/100 g
Unités pmol/L mg/100 g mg/L aminé/100 g .
1.2.4. Stérols

Les stérols sont des constituants essentiels des membranes cellulaires animales et

végétales. Ils ont un effet hypocholesterolémique, permettant la diminution du taux de

cholestérol circulant. Les stérols majoritairement présents dans I’huile de la pulpe et les graines

de cactus sont le B-sitostérol, suivi du Campestérol. Alors que le A7-Avenasterol n’est présent
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que dans I’huile de graines de cactus et en petites quantités (M. F. Ramadan et Mdrsel 2003a)

alors que I’ergostérol est trouvé seulement dans 1’épicarpe de la figue (M. F. Ramadan et
Morsel 2003b).

Tableau 6: Le contenu en stérols dans la plante d'Opuntia ficus indica

Parties d’O. ficus indica

Stérols Unité ; Références
Pulpe Graines Peau
Campestérol 8,74 1,66 8,76
Stigmastérol 0,73 0,30 2,12
_ (M. F.
Lanstérol 0,76 0,28 1,66
Ramadan et
B-Sitostérol 11,2 6,75 21,1
9/Kg Mérsel 2003b;
A5-Avenasterol,
1,43 0,29 2,71 M. Ramadan et

A7-Avenasterol
A7-Avenasterol 0,05
Ergostérol 0,68

Mérsel 2003)

1.2.5. Caroténoides

En matiere de caroténoide, ces composés sont connus par leurs pouvoirs de prévention
et de lutte contre le développement de quelques maladies cardiovasculaires, cancer et la
dégénérescence maculaire (Rodriguez et al. 2006). Dans les cladodes, il existe trois types de
caroténoides : lutéine, B-caroténe, B-cryptoxanthine (Jaramillo-Flores et al. 2003). De plus,
d’autres caroténoides sont trouvés dans les autres structures de la plante comme la
violaxanthine, Lycopéne et zéaxanthine (Silva et al. 2021). Jaramillo-Flores et al. (Jaramillo-
Flores et al. 2003) ont trouvé que les cladodes d’Opuntia ficus indica contiennent 36% de -
caroténe, 46% de lutéine et 18% de B-cryptoxanthine. Alors que dans la peau, Cano et al. a
(Cano et al. 2017) rapporté que les caroténoides majoritaires sont la lutéine avec 1132,51 et
767,98 pg/100 g suivie par p-carotene 200,40 et 173,50 ug/100 g, puis la violaxanthine avec
87,67 et 93,64 ug /100 g, pour les deux variétés du fruit Opuntia, Sanguinos et Verdal
respectivement. La lycopéne a été aussi détectée dans la peau d’Opuntia avec une quantité de
45,61 pg /100 g. La quantité des caroténoides dans la pulpe a été également évaluée par Cano
etal. (Cano et al. 2017). lls ont trouvé que la pulpe du fruit Opuntia renferme (203,90 et 201,45
Kg /100 g) de lutéine, (79,10 et 37,47 ug /100 g) de B-caroténe, (31,95 et 5,76 ug /100 g) de
violaxanthine et (12,27 et 14,32 ug /100 g) de zéaxanthine.
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1.2.6. Phénols

Le groupement phénolique est retrouvé dans la structure de différents composes, en
particulier dans 1’acide phénolique (les acides hydroxy cinnamique et hydroxy benzoique), les
flavonoides, les lignines et les stilbenes. Les polyphénols sont reconnus pour leur pouvoir anti-
oxydant et dans la prévention d’inflammation, les dérégulations cardiovasculaires, et les
maladies neurodégénératives (EI-Mostafa et al. 2014; Jakobek 2015) . De nombreux composés
phénoliques ont été identifiés dans la peau et la pulpe d°O. ficus Indica comme I’acide gallique,
la catéchine, la quercetine-3-glucose-(1-6)-acide gallique (Abdel-Hameed et al. 2014). De plus,
I’acide coumarique, acide 3,4-dihydroxy-benzoique , 1’acide 4-hydroxybenzoique, 1’acide
férulique, et I’acide salicylique sont également présents dans les cladodes (Guevara-Figueroa
et al. 2010). Les flavonoides jouent un role important comme composés bioactifs, leurs
consommation reguliere réduit le risque de maladies chroniques et présentent un pouvoir
antioxydant, antiviral et antibactérien (Koztowska et Szostak-Wegierek 2014). D’autres
composés ont été identifiés dans la pulpe comme le kaempférol, la quercétine, et
I’isorhamnetine (M. Ramadan et Mdrsel 2003). Ainsi que 1’iso-quercitrine, I’isorhamnetine-3-
O-glucoside, la nicotiflorine, la rutine et la narcissine qui sont présents dans les cladodes de

différentes variétés d’Opuntia spp. (Guevara-Figueroa et al. 2010).(Tableau 7)

Ces composés sont généralement des sous-produits du métabolisme de la plante.
L'intérét progressif porté envers ces polyphénols est due a leur potentiel antioxydant, qui est
impliqué dans la prévention de l'inflammation (Laughton et al. 1991), la dérégulation
cardiovasculaire et les maladies neurodégénératives, et leurs activité anticancéreuse (EI-
Mostafa et al. 2014) . Les graines de fruits de cactus contiennent des quantités élevées de
composés phénoliques allant de 48 a 89 mg/100g de graines de cactus, et sont notamment les
dérivés de féruloyl, tannins et sinapoyldiglucoside (Chougui et al. 2013).

Tableau 7: Contenu en phénols et flavonoides de la plante d'O. ficus indica : Revue de (EI-Mostafa
et al. 2014)

Les différentes structures de la

Composé phénolique mg/100
plante O. ficus indica posep a e
Acide phénolique total 218,8
Quercétine 9
Pulpe
Isorhamnetine 4,94
Kaempferol 0,78, 2,7
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Lutéoléine 0,84

Isorhamnetine glycosides 50,6
Acide phénolique total 48-89
Féruloyl-sucrose isomeére 1 7,36-17,62
Graines Féruloyl-sucrose isomeére 2 2,9-171
Sinapoyldiglucoside 12,6-23,4
Flavonoide Total 1,5-2,6
Total Tannins 4,1-6,6
Acide phénolique total 45,700
Flavonoide Total 6,95
Peau Kaempferol 0,22
Quercétine 4,32
Isorhamnetine 2,41-91
Acide gallique 0,64-2,37
Coumarique 14,08-16,18
3,4-dihydroxybenzoique 0,06-5,02
4-hydroxybenzoique 0,5-4,72
Acide férulique 0,56-34,77
Cladodes Acide salicylique 0,58-3,54
Iso quercétine 2,29-39,67
Isorhamnetin-3-O-glucoside 4,59-32,21
Nicotiflorine 2,89-146,5
Rutine 2,36-26,17
Narcissine 14,69-137,1
1.2.7. Pigments

Les bétalaines, sont des pigments végétaux vacuolaires composés d’un noyau azoté,
(appelé aussi acide bétalamique) (M. 1. Khan 2016) existent sous deux formes : betacyanines
(rouge—violet) et beta xanthines (jaune), leurs concentrations varient en fonction de la couleur
du fruit. Ces composes sont présents fortement dans la peau de cactus sous forme de beta-
xanthines (indicaxanthine), et betacyanines (bétanine) (Cano et al. 2017). Ils ont un pouvoir
antioxydant efficace dans des modeles biologiques (Cano et al. 2017; Kanner et al. 2001;
Slimen et al. 2016). Par rapport a la pulpe, la peau contient des quantités plus importantes de
beta xanthines (1,73 + 0,04 et 2,00 + 0,15 mg de indicaxanthine/100 g) et des betacyanines
(1,17 £ 0,04 et 2,52 £ 0,10 mg bétanine /100 g) (Cano et al. 2017).
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1.3.  Propriétés biologiques
1.3.1. Propriétés antioxydantes

La propriété antioxydante attribuée au fruit du figue de barbarie est due a la présence
de différents composés, comme la vitamine C, caroténoides, polyphénols et flavonoides
comme la quercétine, kaempferol et isorhamnetine (Kuti 2004; Farag et al. 2020). La
distribution hétérogeéne de ces composés dans les différentes structures de cactus, n’empéche
pas de trouver des similarités dans la composition phytochimique. Les cladodes sont une source
majeur des composes antioxydants naturels (Boutakiout et al. 2018). Les extraits de cladode et
de la pulpe de fruit °O. ficus-indica permettent 1’activation des enzymes antioxydantes comme
la superoxyde dismutase (SOD), catalase, et glutathion peroxydase (GPx) (Ben Saad et al.
2017). Cet effet antioxydant est associé a la capacité des extraits a réduire le taux de la
peroxydation lipidique mesurée par le taux de malondialdéhyde (MDA), et de renforcer le statut
antioxydant (Tesoriere et al. 2004) au niveau des membranes cellulaires par 1’élimination des
radicaux libres (Ben Saad et al. 2017). Non seulement. Les extraits de cactus sont en plus
capables de réactiver le mécanisme d’érythropoi¢se et augmenter la production
d’érythropoiétine. Les extraits éthanolique de cladodes de cactus aident a moduler le
dysfonctionnement rénale via les propriétés antioxydantes, anti-génotoxiques et anti-
apoptotiques (D. Brahmi et al. 2012), et peuvent inhiber I’activation du stress du réticulum
endoplasmiques ou de protéger directement les doubles brins d’ADN des métabolites
électrophiles issus des mutagénes (D. Brahmi et al. 2012; Tesoriere et al. 2004; Lopez-Romero
et al. 2014). Les graines et la peau contiennent la quercétine, mais sont peu ou pas étudiées

jusqu’a présent pour son effet sur le stress oxydatif et I’inflammation (Silva et al. 2021).

1.3.2. Propriétés antimicrobiennes

La découverte et 1’utilisation des agents antimicrobiens provenant des plantes pourrait
étre de trés bon alternatifs aidant a controler et maitriser la résistance bactérienne de certaines
souches pathogenes, considérée comme une menace au niveau de la santé publique. Des études
ont montré que I’huile de graine de cactus, et extrait de cladodes et de peau d’O. ficus-indica
(Ramirez-Moreno et al. 2017; Mabotja et al. 2021) ont un haut potentiel antimicrobien contre
les bactéries Gram-positif et Gram-négatif : Candida albicans, Escherichia coli (058 : H21),

Escherichia coli (0157 : H7), Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Pseudomonas
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aeruginosa, Saccharomyces cerevisiae, Salmonella typhimurium (S456), Bacillus subtilis
(B2836) et Streptococcus pneumoniae (ATCC63). L’activité antimicrobienne des extraits de la
peau de cactus était comparable aux antibiotiques tétracycline et vancomycine (Silva et al.
2021).

1.3.3. Propriétés antiinflammatoires et antiprolifératives

L’Inflammation est un processus assez complexe fortement impliqué dans différents
¢vénements cellulaires pour garder ’homéostasie. Peu de travaux ont abordé¢ les effets anti-
inflammatoires de différents composants de la figue de barbarie. Les effets de la bétanine et
indicaxanthine étaient étudiés sur des modeles in vitro (Gentile et al. 2004) pour évaluer ’effet
des réactions inflammatoire sur I’expression des molécules d’adhésion endothéliales. Ces deux
molécules exercent une légere inhibition sur I’expression des molécules d’adhésion cellulaire
ICAM-1. En plus de leurs effets antioxydants et leurs capacités de diminuer les radicaux libres
(Gentile et al. 2004), ces pigments peuvent moduler I’expression des molécules d’adhésion
dans les cellules endothéliales. L’Isorhamnetine diglycosides avec 1’acide férulique et les
betacyanines ont montré un effet inhibiteur sur la prolifération des cellules du cancer colorectal
HT-29 (Bouic 2001). Et dans une autre étude I’extrait aqueux de la pulpe et les pigments
indicaxanthines d’O. Ficus indica ont un effet antiprolifératif sur les cellules du cancer du c6lon
humain Caco-2(Matias et al. 2014) . I’effet antitumoral des bétalaines a été également vérifié
sur les lignées cellulaires du cancer du sein, d’estomac, du systéme nerveux central, et des
poumons (Reddy et al. 2005). La Taurine contenue dans la pulpe de cactus, est un acide aminé
considéré comme un protecteur cellulaire et a montré dans différentes études qu’il joue un role
important dans la modulation de la réponse inflammatoire et ayant des effets antioxydants
(Devamanoharan et al. 1998; Wu et al. 1999).

1.3.4. Effets sur le métabolisme des glucides et le métabolisme lipidique

Les fibres alimentaires joueraient un réle important dans le contrdle glycémique et dans
le controle d’absorption des graisses. En effet, concernant le métabolisme des glucides, les
polyphénols ont montré des effets remarquables sur le catabolisme des glucides et 1’absorption
du glucose, ce qui aide a préserver I’homéostasie de glucides (Hanhineva et al. 2010; Kim et
al. 2016). Les extraits d’O. ficus-indica peuvent réguler le taux d’insuline sérique postprandial,

le taux de glucose sanguin et 1‘augmentation du peptide plasmatique insulinotrope dépendant
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du glucose (une hormone gastro-intestinale) (Lépez-Romero et al. 2014). Grace a son activité
hypocholesterolémique (Padilla-Camberos et al. 2015), I’extrait aqueux d’O. ficus-indica a un
pouvoir d’inhibition de la fonction enzymatique des lipases pancréatiques. Les acides gras
monoinsaturés et polyinsaturés (acide linoléique et 1’acide oléique), contenus dans ’huile de
graines d’O. ficus indica, représentent un potentiel bénéfique pour la santé en raison du role de
ces acides gras insaturés dans la prévention des maladies cardiovasculaires. Ces types d’acide
gras sont connus par leurs activités hypocholestérolémiantes, des LDL (low-density
lipoproteins cholesterol) et du glucose (Chougui et al. 2013; Berraaouan et al. 2014; Ennouri
et al. 2006).

1.3.5. Propriétés neuroprotectrices

La pulpe de fruit, graines et cladodes d’O. ficus-indica contiennent des molécules
neuroprotectrices (EI-Hawary et al. 2020). Les mécanismes moléculaires qui causent des
altérations au niveau neuronal sont liés principalement a I’inflammation et au stress oxydant.
Les différents composés présents dans O. ficus indica peuvent prévenir les phénomenes de
destruction et protéger le cerveau et le systeme nerveux (J.-H. Kim et al. 2006). Les extraits
d’O. ficus-indica ont montré un effet neuroprotecteur in vitro et in vivo en cas d’ischémie. OFI
¢tait capable de réduire 1’excitotoxicité induite au cours de 1’ischémie cérébrale, ce qui cause
dans la plupart des cas une lésion neuronale sévere (Wie 2000). O. ficus-indica contribuerait a
la neuroprotection dans les cas de lésions neuronales provoqueées par les radicaux libres et la
privation en oxygene (Dok-Go et al. 2003). Les composés issus de cactus comme la quercétine,
I’hydrate de quercétine et la 3-méthyl-éther-quercetine, sont capables d’atténuer les dégats
cellulaires induites par I’H20> et la xanthine oxydase dans les cellules corticales de rat (Dok-
Go et al. 2003). Le Cerveau est tres susceptible au stress oxydant due a sa richesse en acides
gras insaturés et la surcharge en métaux de transition comme le fer, sans oublier la fragilité du

mécanisme défensif du systéme nerveux en comparaison a d’autres organes (El-Hawary et al.
2020).

1.4.  Applications

Aujourd’hui, les molécules a potentiel antioxydant attirent considérablement le monde
industriel, et surtout du domaine agroalimentaire. Les jeunes cladodes du cactus O. ficus-indica,

sont consommeées sous forme de salade alors que le fruit est consommé frais et cru (Bensadon
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et al. 2010). Au Brésil, le Chili et au Mexique, le cactus est utilisé comme fourrage pour le
bétail. Beaucoup de professionnels de santé suggéerent de 1’ajouter dans du pain ou dans les
gateaux (Msaddak et al. 2017; 2015) car il augmenterait I’activité antioxydante des matiéres
grasses et diminue leur dégradation oxydative (Msaddak et al. 2015). La substitution ou I’ajout
de la poudre de cladodes dans les produits alimentaires (farine de blé, glace ou mais) augmente
leurs qualités nutritionnelles et propriétés antioxydantes en apportant des fibres, du calcium et
des antioxydants sans altérer les propriétés sensorielles et physiques du produit (Msaddak et al.
2017; Oniszczuk et al. 2020; Cornejo-Villegas et al. 2010; El-Samahy et al. 2009). Dans une
autre étude, il a été démontré que 1’ajout des extraits de fleurs d 'O. ficus-indica a I’huile d’olive

a permis d’augmenter sa stabilité et d’empécher son oxydation (Ammar et al. 2017).

1.5.  L’huile de graine de cactus

Les graines d’OF]I, qui sont souvent jetées comme déchets, constituent prés de 15% de
la masse du fruit. Son huile représente 10 a 15% de la masse totale des graines. Cette huile a
été caractérisee par sa teneur élevee en acides gras insaturés, I'acide linoléique étant le principal
acide gras (Sawaya et Khan 1982). L’huile d’OFI contient également une quantité importante
de tocophérols et stérols (Mannoubi et al. 2009). Il faut noter que la composition d'huile de

graines de cactus dépend principalement de l'origine géographique (Matthaus et Ozcan 2011).

15.1. Extraction

Pour préserver la qualité de 1’huile, le processus d'extraction de 1’huile de graine de
cactus est d'une ultime importance. Différentes méthodes d'extraction sont appliquées, on
trouve les méthodes conventionnelles d’extraction, au Soxhlet ou a ’aide d’une presse a froid,
qui sont les plus citées dans la littérature et les autres sont des méthodes alternatives avancées,
comme [’extraction par le dioxyde de carbone supercritique. Autres procédés d'extraction
peuvent également étre appliqués, y compris la macération (Ramirez-Moreno et al. 2017),
l'autoclave, les micro-ondes et I'extraction par ultrasons. Le rendement en huile dépend de
différents facteurs : le cultivar de figue de barbarie, la méthode d’extraction (les solvants
d'extraction sont également inclus), I'origine géographique de I’espéce OFI (Matthaus et Ozcan
2011; Kolniak-Ostek et al. 2020) la saison de récolte, la maturité des fruits, et le temps
d’extraction (Mannoubi et al. 2009; Karabagias et al. 2020; Ortega-Ortega et al. 2017; M. F.
Ramadan et Morsel 2003a) (Tableau 8).
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1.5.1.1. Méthodes conventionnelles d’extraction

Les méthodes d'extraction conventionnelles, y compris l'extraction par solvant et
I'extraction mécanique par presse a vis électrique (Nounah et al. 2020), ou pression a froid des
graines a l'aide d'une presse a huile mécanique (Bardaa et al. 2020) sont les plus employées
pour extraire 1’huile de graines de cactus. En général, la majorité des travaux scientifiques dans
le domaine de caractérisation des huiles portent sur des huiles extraites au solvant qui donnent
un meilleur rendement. Différents solvants sont utilisés, les plus courant sont I'hexane, I'éther
de pétrole, 1’acétate d’éthyle et le mélange chloroforme/méthanol (2:1) (Al-Nageb et Aprea
2021). Trois étapes dans l'extraction par solvant sont appliquées, en commencant par la
préparation des graines, I’extraction de 1'huile et puis 1’évaporation des solvants. La premicre
étape de préparation des graines comprend la séparation des graines du fruit, puis le ringcage, le
séchage et le broyage. Le solvant utilisé pour l'extraction de I’huile de graine de cactus a une
influence majeur sur le rendement (Kolniak-Ostek et al. 2020). L’utilisation du systéme de
Soxhlet avec Le 2-méthyloxolane (2-MeO) pendant 8 h, donne un rendement plus élevé de
(9,55 + 0,12 g/100 g de graines) par rapport a celui obtenu avec le n-hexane (8,86 + 0,25 g/100
g de graines) (Gharby et al. 2020). Le rendement en huile varie également en fonction du temps
d'extraction (Boukeloua et al. 2012; Chougui et al. 2013) (Tableau 8). La méthode d’extraction
et le solvant utilisé n’affecte pas seulement le rendement mais aussi la composition en acide

gras de I’huile extraite (de Wit et al. 2016; Al-Nageb 2015).

1.5.1.2. Techniques avancées

Peu d'études ont rapporté 1'utilisation de méthodes innovantes telles que 1’extraction au
fluide supercritique, par micro-ondes ou par ultrasons (Ortega-Ortega et al. 2017). L’extraction
au fluide supercritique se fait a différentes pressions allant de 100 a 500 bars et différentes
températures allant de 35°C jusqu’a 50°C, un réglage de débit de dioxyde de carbone se fixe a
50 g/min, et le rendement était de 6,5 % (Khaled et al. 2020). La comparaison des deux
méthodes d’extraction par fluide supercritique et la méthode Soxhlet a été faite (Yeddes et al.
2012), et les résultats ont montré un rendement significativement plus élevé de 10,32 % par la
méthode d’extraction au Soxhlet avec du n-hexane par rapport a I'extraction au fluide

supercritique (Yeddes et al. 2012) (Tableau 8). L'extrait récupéré obtenu par fractionnement
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supercritique des graines dégraissées de la figue de barbarie d'Opuntia ficus-indica algérienne
était riche en molécules a pouvoir antioxydant comme la catéchine, I'épicatéchine et l'acide
férulique, connues pour leurs effets bénefiques sur la santé (Rgui et al. 2014). Pour La
technique de micro-extraction in situ des composants de I'huile de graines au biais des micro-
ondes, est une méthode facultative de quantification des métabolites présents dans la graine de
cactus lorsqu’un petit échantillon est disponible. Une seule étude a cité 1’utilisation de cette
méthode pour extraire I’huile de graines de cactus de huit variantes de figue de barbarie au
Mexique, et a permis la récupération de composés phytochimiques de I'huile & haute valeur
nutraceutique, y compris le squaléne, le B-sitostérol et le y-tocophérol (Regalado-Renteria et al.
2020).

Tableau 8: Différentes méthodes d'extraction de I'huile de graines de cactus, solvants, temps
d'extraction et rendement.(Al-Nageb et Aprea 2021)

Technique Méthode Rendement (%) Référence

Solvant d’extraction

2-Methyloxolane et Systéme de Soxhlet pour 8H 9,55 + 0,12: 2-methyloxolane (Gharby et al. 2020)

n-hexane 8,86 = 0,25: n-hexane

Ether di éthylique Systeme de Soxhlet pour 3H 2,61-7,69 (Kolniak-Ostek et al. 2020)

Methanol Systeme de Soxhlet pour 16,20 (Al-Nageb et Aprea 2021)
multiples heures

n-Hexane Systéme de Soxhlet 4 a 6H 540+0,5 (Karabagias et al. 2020)

n-Hexane Systeme de Soxhlet Non déterminé (Ortega-Ortega et al. 2017)

n-Hexane Systeme de Soxhlet 8H 5,40-9,9 (Taoufik et al. 2015)

n-Hexane Systéme de Soxhlet 18H 10,45+ 0,10 (Boukeloua et al. 2012)

n-Hexane Systéme de Soxhlet 8,91-10,32 (Yeddes et al. 2012)

n-Hexane Systeme de Soxhlet 9H a 7,30-9,3 (Chougui et al. 2013)
120°C

n-Hexane Systéme de Soxhlet 10H 11,75 (Mannoubi et al. 2009)

n-Hexane Systéme de Soxhlet 9H 11,00 (Ennouri et al. 2005)

Ether de pétrole Systeme de Soxhlet 6H a50°C  5,00-14,4 (Ozcan et Al Juhaimi 2011)

Ether de pétrole Systeme de Soxhlet 17,20 (Sawaya et al. 1983)

Macération avec

solvant

n-Hexane 24H de macération 6,2+0,3-15,5+0,5 (Regalado-Renteria et al.

2020)
n-Hexane, éthanol et Mélange de broyat de graines Hexane: 11,8 (Ramirez-Moreno et al. 2017)
acétate d’éthyle et solvants Ethanol et acétate d’éthyle

10,00
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n-Hexane

La poudre de graine trempé
dans I’hexane a 25°C a

I’obscurité

Non déterminé

(Ortega-Ortega et al. 2017)

Chloroforme et
méthanol 2 :1

Trempé dans le chloroforme et
méthanol avec I’ajout du BHT
(Hydroxytoluéne
0,001%

butylé) a

4,1-88

(de Wit et al. 2018)

n-Hexane, éther de
pétrole et
chloroforme
méthanol (2 :1)

Macération avec les solvants
(1:5) a température ambiante
pendant 24H

Chloroforme : méthanol
78+04

n-hexane 5,0 = 0,4 et
Ether de pétrole : 6,1 £0,4

(Al-Nageb 2015)

Chloroforme et La poudre trempée dans les 9,9 (M. F. Ramadan et Morsel
méthanol (2 :1) solvants 2003a)

Extraction

mécanique

Presse a vis Extraction  suivie  d’une Non déterminé (Nounah et al. 2020)
électrique centrifugation de 15min a

3000 rpm

Presse a froid

Presse a froid mécanique

(Bardaa et al. 2020)

Meéthodes de

pression a froid

Compression par un piston au

moyen d'une presse

hydraulique

0,5-6,1

(Regalado-Renteria et al.
2020)

Fluide supercritique

Fluide supercritique

Des conditions optimales de
fractionnement  anti-solvant
supercritique ont été réalisées
dans des conditions de
pression de 15 MPa et

30 g/min (débit de CO2)

L’extrait est

épicatéchine, et I’acide férulique

riche en catéchine,

(Rqui et al. 2014)

Fluide supercritique

500bar, a 35°C pendant 80min
et un débit de CO2 de 20g/min

6,5

(Khaled et al. 2020)

Fluide supercritique

Extraction &  différentes
températures et une pression

fixe

1,9 : cactus cultivé
3,4 : cactus sauvage

(Yeddes et al. 2012)

Méthodes
d’extraction aux

ultrasons

Des ultrasons de 1500W & une
fréquence constante de 20kHz
et avec [utilisation d’une
sonde de 25 mm pendant5a 15

mina 25 °C

3,8-6,0

(Ortega-Ortega et al. 2017)

Microextraction

Micro-onde

Mélange de 20mg de poudre
de graines de cactus avec 1ml
d’isooctane, puis tout est mis

dans une microonde a 100°C,

Non déterminé

(Regalado-Renteria et al.
2020)
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150W pendant 13min, puis
filtré, transestérifié et salinisé

Hydrodistillation Les graines moulues ont ét¢ 0,6-3,0 (Zito et al. 2013)
utilisant extraites avec
Appareil de type n-hexane comme solvant et un

Clevenger Appareil de type Clevenger

15.2. Composition

Les produits dérivés de cactus, comme les graines, sont une source importante de fibres
alimentaires et de protéines (Salim et al. 2010; EI Kossori et al. 1998). Les graines d’ou 1’huile
est extraite représentent 5 a 10% de la masse de fruit (Barbera et al. 1995), et I’huile représente
17% de la masse totale de la graine (Sawaya et al. 1983). Il y a une trés grande variation
concernant le nombre de pépins qui va de 120 & 350 graines par fruit (Nobel 2002). Le fruit
de cactus est riche en vitamines, mais la teneur varie d’un tissu végétal a un autre. Dans la peau
ou I’épicarpe on trouve surtout de la vitamine E, sous forme d’a-tocophérol (M. F. Ramadan
et Morsel 2003b). Alors que, le y-tocophérol est majoritaire dans 1’huile de graine de cactus
par rapport a I’huile de la pulpe (Ramadan et Mdrsel 2003). Les huiles de graines de cactus
sont les plus réputées par rapport a la qualité, le potentiel bioactif de ces constituants pour la
santé. L’huile a une forte teneur en acides gras polyinsaturés estimée a (82%), on trouve
principalement les acides: linoléique (C18:2), oléique (C18:1), palmitique (C16:0), et
stéarique (C18:0) (Ozcan et Al Juhaimi 2011; Ghazi et al. 2015; Chougui et al. 2013; Matthaus
et Ozcan 2011; M. F. Ramadan et Morsel 2003b). Le pourcentage de chaque acide gras dans
I’huile de graine de cactus est déterminé : 61-69% d’acide linoléique, 12—16% d’acide oléique,
18% d’acides gras saturés, 11-16% d’acide stéarique, et 3-4% d’acide palmitique
(Labuschagne et Hugo 2010; Matthaus et Ozcan 2011; Sawaya et Khan 1982; Salvo et al. 2002;
Coskuner et Tekin 2003; Ennouri et al. 2005). Le corps humain est incapable de synthétiser les
acides gras essentiels comme les acides gras omega-3 et omega-6, ce qui explique la nécessité
de leurs consommations a partir des alicaments et les introduire dans le régime alimentaire
quotidien. Les caractéristiques physicochimiques de 1’huile de graines de cactus montrent des
ressemblances avec d’autres huiles de fruits, comme ’huile de graines de raisin qui contient
68—78% d’acide linoléique, 5—11% d’acide palmitique et 3—6% d’acide stéarique, et ’huile de
graine de colza composée de 61% d’acide linoléique, 4% d’acide palmitique, et 2% d’acide

stéarique (Labuschagne et Hugo 2010; Matthaus et Ozcan 2011; Ennouri et al. 2005) . Les
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acides gras palmitoléique et arachidique sont aussi présents mais en petite quantité dans 1’huile
de graines de cactus (Pantaleon et al. 2009). De plus, I’huile contient des molécules volatiles :
des hydrocarbones, aldéhydes, cétones, esters et acides, qui sont de grandes importances
parce qu’elles servent a 1’évaluation de la qualité des huiles alimentaires et permettent de
définir les critéres organoleptiques du produit. La présence ou 1’absence de ses composés et
leurs quantités, dépendent essentiellement de la variété et la méthode d’extraction de I’huile.
Les principales classes de composés volatiles identifiés dans I’huile de graine de cactus sont :
I’hexanal et 2-méthyl propanal, acétaldéhyde, acide acétique, acétone, 2,3-butanedione, et les
plus abondants sont les aldéhydes (2-propenal, pentanal, hexanal, (E)-2-hexenal, heptanal, (Z)-
2-heptenal, octanal, 2-octenal, nonanal, 2,4-décadienal, et trans-4,5-époxy-(E)-2-décenal)
(Nounah et al. 2020), avec la présence des acides gras volatiles et leurs dérivés et les terpenes
(Zito et al. 2013). Une étude faite sur les graines de cactus de différents cultivars a montré
qu’elles contiennent un total de composés phénoliques qui varie de 48 a 89 mg d’équivalent
acide gallique /100 g de graines de cactus (Chougui et al. 2013) etentre 1,5+ 0,1 et 2,6 £ 0,2
mg de quercétine /100g de graines de cactus (Abdel-Hameed et al. 2014). Avec la présence

d’autres composés comme le B-sitostérol et y-tocophérol (M. F. Ramadan et Morsel 2003a).

1.5.3. Propriétés

Jusqu’a présent, I’ensemble des expérimentations réalisées sur des modeles Animals ou
cellulaires, démontrent les capacités thérapeutiques de 1’huile de graine de -cactus,
antioxydantes (in vivo et in vitro), antimicrobiennes, anti-diabéte, hypolipémiantes, anti-
cancéreuses (in vitro), anti-inflammatoires, anti-ulcére (Brahmi et al. 2020). Son contenu riche
en acides gras polyinsaturés, stérols et antioxydants rend cet extrait un aliment de grande valeur
nutritionnelle. Sur la base des propriétés physicochimiques, I’huile de graines de cactus est
considérée comestible et peut étre utilisée par I'hnomme, sa caractérisation chimique rapportée
dans de multiples articles scientifiques, a montré la présence des acides gras polyinsaturés
(acide linoléique, acide oléique, acides gras oméga-6, acides gras oméga-3), de phytostérols
(B-sitosterol, y-tocopherol), des caroténoides, des composés phénoliques et volatiles. Les
differences signalées dans la composition en acides gras et en stérol est due a différents

facteurs : localisation géographique, la variété et méthodes d'extraction.
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1.5.3.1. Activité antioxydante

L’activité et ’efficacité du pouvoir antioxydant de I’huile de graine de cactus (HGC)
ont été testées par différentes méthodes In vitro : DPPH (2.2-diphényl 1-pycrilhydrazyle),
ABTS (L'acide 2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique)) et la méthode de
molybdate (Brahmi et al. 2020). Les résultats varient d’une étude a une autre a cause de
méthodes analytiques, méthode d’extraction et le solvant utilisés (Khémiri et Bitri 2019), mais
montrent unanimement le pouvoir antioxydant de I’huile de graines de cactus. Dans une étude
conduite par Berraaouan et al, ’'HGC extraite par la méthode de pression a froid a partir des
graines de figues de barbaries marocaines a montré la capacité inhibitrice de la formation des
radicaux libres exercées par I’huile (Berraaouan et al. 2014). Parallélement, les résultats des
expérimentations in vivo, indiquent que I’huile de graine de cactus dans des conditions
d’inflammation aigue induite chez les rat a une action antioxydante importante par 1’activation

des enzymes a activité antioxydantes (Bardaa et al. 2020).

1.5.3.2. Activité antimicrobienne

Face au probléme de santé publique lié a la résistance aux antibiotiques, et les dangers
de pesticides sur les récoltes, 1’effet antimicrobien des extraits de plantes contre les
microorganismes pathogénes est de grande importance et est fortement investigué. Les résultats
sont différents selon les résultats des études, certains montrent une bonne activité, et d’autres
peu ou pas d’activité antimicrobienne. Dans une étude ou HGC obtenue par méthode
d’extraction presse a froid a été testé sur des souches bactériennes Gram-positive
(Staphylococcus aureus résistantes au meéticilline), Gram-négative (Escherichia coli et
Pseudomonas aeruginosa) et six souches fongiques (Aspergillus niger, Aspergillus flavus,
Mucor rammaniarrus, Aspergillus ochraceus, Aspergillus parasitus et Candida albicans)
montrant 1’absence de ’activité antimicrobienne de 1’extrait (Brahmi et al. 2020). Alors que
dans d’autres essais, I’huile de graine de cactus a pu réduire la croissance de Salmonella,
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, des levures et les métabolites mycotoxines,
Streptococcus agalactiae, Enterobacter cloacae, Candida albicans, Candida parapsilosis,
Candida sake, Aspergillus niger, Penicillium digitatum, et Fusarium oxysporum(Al-Nageb et
Aprea 2021; Khémiri et al. 2019), et ’effet a été comparable aux antibiotiques ampicilline,
streptomycine, et sulfamethoxazole/triméthoprime (Ramirez-Moreno et al. 2017). L’impact de

I’HGC sur le biofilm a été aussi évalué, I’extrait était remarquablement capable d’inhiber la
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formation de biofilm des bactéries Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa, et Pectobacterium carovotorum phytopathogene) (Nazzaro et al. 2021).

1.5.3.3. Propriété anti-diabete

L’huile de graines de cactus aide a la prévention contre le diabéte. Des rats males, ayant
recu un supplément de 5% de I’huile de graines de cactus dans leurs rations alimentaires
pendant 2 mois, ont montré une augmentation de la sécrétion d’insuline et par conséquent
diminuer la concentration du glucose dans le sang et augmenter le taux de glycogene (Al-Nageb
et Aprea 2021). L’huile de graines de cactus stimule la dégradation du glucose et facilite son
incorporation sous forme de glycogene dans le muscle squelettique et le foie pour maintenir
I’homéostasie de glucose sanguin (Al-Nageb et al. 2021; Ennouri et al. 2006). En cas de diabete
induit par la streptozotocine (Al-Nageb 2015) ou I’alloxane (Berraaouan et al. 2015) chez les
rats, ’administration orale de 1’huile de graine de cactus aide a abaisser significativement le
taux de glucose sanguin (Al-Nageb 2015), le méme effet a été observé apres traitement par la
glibenclamide (médicament du diabéte type 2). L’huile de graine de cactus protége contre
I’hyperglycémie, ces composants augmentent 1’expression de gene transporteur de glucose 2,
et réduisent I’expression du gene phosphoénolpyruvate carboxykinase, enzymes clés du
métabolisme de glucose (Berraaouan et al. 2014). Une inhibition de 1’absorption intestinale de
glucose est aussi envisageable due a ’action des acides gras insaturés présents dans I’huile de

graines de cactus sur les cellules entériques (Gonzalez Barra et al. 1995).

1.5.3.4. Propriétés anti-hypercholestérolémie

L’Hypercholestérolémie est souvent associée aux maladies cardiovasculaires. Deux
mois de traitement avec de I’huile de graines de cactus a permis de diminuer le taux de
cholestérol, LDL et de glucose dans le sang (Al-Nageb et Aprea 2021). L’HGC n’a pas d’effet
sur le poids mais diminue 1’indice de consommation. In vitro, I’huile de graines de cactus s’est
montrée capable de moduler le métabolisme de cholestérol grace a la présence des composés
bioactifs comme le sitostérol, schottenol, spinasterol, les acides gras insatures, B-caroténe, et
la vitamine E (El Kharrassi et al. 2014). L’extrait HGC, permet de réguler 1’expression génique
de récepteurs nucléaires liver X receptor (LXR) et ses genes cibles, Abcal et Abcgl, connus
par leurs implications dans la régulation du métabolisme du cholestérol. Les phytostérols

présents dans I'huile de graine de cactus réduisent le taux du cholestérol total, du triglycéride,
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I’indice athérogéne, LDL, et du VLDL dans le plasma, sans avoir d’effet sur le HDL (Ennouri
et al. 2006).

1.5.3.5. Propriétés cytotoxiques et apoptotiques

Des études récentes sur l’effet de I’huile de graines de cactus sur des cellules
cancéreuses (colorectal cancer) Colo-205 et HepG2 (Al-Nageb et Aprea 2021) ont montré sa
capacité a inhiber la croissance cellulaire et a augmenter le taux des espéces réactives
d’oxygéne, induisant par conséquent la mort cellulaire (Becer et al. 2018). Cet effet sur la
croissance cellulaire est li¢ a la présence de 1’acide linoléique connu pour son effet anti-
cancéreux. La composition de I’huile de graines de cactus n’est pas cytotoxique in vitro a des
concentration allant de 0,2 a 0,16 g/ml sur les cellules du cancer de seins, de prostate et du
colon, mais elle devient toxique pour les cellules MOLT-4 de leucémie a une concentration de
5 mg/ml (Camarena-Ordonez et al. 2010 ; Ait El Cadi et al. 2012). Peu d’études ont évalué la
toxicité de I’huile de graines de cactus in vivo (Khémiri et al. 2019). Administré par voie orale
ou intrapéritonéale, une dose de 5 ml/kg de I’huile de graine de cactus ne cause aucune toxicité,
ni mort ou changement de comportement de 1’animal (Berraaouan et al. 2015). Tandis que, des
doses supérieures a 10ml/kg causent un état d’agitation immédiate et des perturbations
comportementales, suivis d’un reldichement, puis d’une perte de conscience. Un état de
diarrhéique est constaté chez les animaux qui meurent 12h apreés I’administration de 1’huile

(Matthaus et Ozcan 2011).

1.5.3.6. Propriétés antiinflammatoires

L’huile de graines de cactus a un pouvoir anti-inflammatoire notable et diminue
I’expression de biomarqueurs d’inflammation in vivo (Bardaa et al. 2020). En cas
d’inflammation aigue, I’HGC diminue le nombre de leucocytes, des plaquettes, la protéine C-
réactive (CRP) et la concentration en fibrinogéne dans le plasma, réduit la taille de I’cedéme
(Al-Nageb et Aprea 2021), et inhibe la production des espéces oxydantes par les leucocytes et
d’autre cellules phagocytaires dans le site d’inflammation (Berraaouan et al. 2015). Ces effets
résultent du potentiel antioxydant des composés bioactifs que renferme ’huile de graine de
cactus comme les phytostérols, tocophérols, polyphénols, flavonoides et les caroténoides. En
plus, 1’usage topique de I’huile de graine de cactus a 0,6 uL/mm? accélére la fermeture de la

plaie et améliore le processus de cicatrisation (Khémiri et al. 2019). Cet effet serait di aux
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composés bioactifs de 1’huile incluant les acides gras insaturés, triacylglycérols, phytostérols,
et tocophérols qui permettent : d’augmenter la vitesse de cicatrisation de la plaie, compléter la
re-épithélialisation, et améliorer 1’aspect externe de la cicatrice. Les Flavonoides sont connues
a leurs tour par leurs capacités d’atténuer I’effet inflammatoire des prostaglandines (Morimoto

et al. 1988).

1.5.3.7. Propriétés antiulcéreuses

L’effet antiulcéreux de I’huile de graine de cactus a été rapporté dans une seule et
unique étude (Khémiri et al. 2019). L’administration de 1’huile de graines de cactus a deux
doses différentes a permis de protéger la muqueuse gastrique contre 1’effet ulcéreux de
1’éthanol, montrant une grande efficacité de protection de la cytoarchitectonie et de la fonction
muco-gastrique contre les 1ésions séveres provoquées par la prise d’éthanol (Khémiri et Bitri
2019). Ces effets ont été expliqués par la richesse nutritionnelle de 1’huile par ces composés
bioactifs comme les tocophérols, 1’acide linoléique, 1’acide oléique, et le B-sitostérol, qui
agissent synergétiquement et d’une maniére complémentaire pour assurer la protection de

I’estomac et surtout la muqueuse gastrique (Khémiri et Bitri 2019).

1.5.3.8. Propriétés anti-Uv

L’huile de graine de cactus est utilisée le plus souvent comme produit cosmétique, mais
peu d’études montrent son efficacité envers les rayons UV. Les effets protecteurs de I’huile de
graines de cactus contre les UV-C sont dues principalement a I’action des acides gras insaturés
et les molécules a pouvoir antioxydants. La protection n’est pas limitée aux rayons UV-C mais
aussi capable de protéger contre les rayons du spectre UV-B et UV-A (Chougui et al. 2013).
Les études indiquent la forte absorption de 1’huile de graine de cactus des rayons UV-A de
320-400 nm, ou la lumiere ultraviolette est responsable des lésions cellulaires les plus sévéres,
ainsi que des propriétés d’absorption des UV-B spectre de 290-320 nm et des rayons UV-C
entre des longueurs d’onde de 100-290 nm. L’huile de graine de cactus protége les fibroblastes
dermique primaires humaines contre les rayons UV (Nounah et al. 2020) et contre la mort

cellulaire causée par les UV.

1.5.4. Les molécules issues du cactus
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Plusieurs études faites concernant le cactus O. ficus-indica (OFI) ont révélées la
présence de différents constituants chimiques comme les alcaloides, flavonoides, terpenes,
polysaccharides, et acides organique(E. H. Lee et al. 2003; Alarcon-Aguilar et al. 2003; Saleem
et al. 2006), parmi les flavonoides on trouve : I’isorhamnetine, I’isorhamnetine-3-rutinoside
(narcissine), la quercétine, le ferulaldehyde (4-Hydroxy-3-methoxycinnamaldehyde), le

syringaldéhyde et la vanilline.

1.54.1. Structures des dérivés de PTHGC
154.1.1. Isorhamnetine (IR)

L’isorhamnetine est une monométhoxyflavone issue d’une molécule de quercétine dans
laguelle le groupe hydroxy de la position 3' est remplacé par un groupe méthoxy. Appelée aussi
3’-Methoxy-3,4',5,7-tétrahydroxyflavone, sa formule chimique est CisHi1207, son poids
moléculaire est de 316,26 g/mol, ¢’est un produit naturellement trouve dans des plantes comme
Lotus ucrainicus, Strychnos pseudoquina, et le cactus (Pengfei et al. 2009; Y. Wu et al. 2021).
(PubChem). (Figure 3)

Isorhamnetine

Figure 3: La structure chimique de I'lsorhamnetine

154.1.2. Isorhamnetine 3-rutinoside (RU)

L’isorhamnetine 3-rutinoside est un dérivé disaccharidique, un glycosyloxyflavone,
monométhoxyflavone ou un trihydroxyflavone, appelé aussi: Narcissoside, 3-
Rutinosylisorhamnetin, 3-O-Methylquercetin 3-rutinoside, Quercétine 3’-methyl ether 3-

rutinoside, 3,4',5,7-Tetrahydroxy 3’-methoxyflavone 3-rutinoside, Isorhamnetine 3-
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rhamnoglucoside, Narcissine, ou Isorhamnetine 3-O-rutinoside. Naturellement trouve dans
Astragalus varius, Phoenix canariensis (PubChem), sa formule chimique est C2gH32016, SON

poids moléculaire est de 624,54g/mol (Figure 4).

Isorhamnetine 3-O-rutinoside

Figure 4: Structure chimique de I'isorhamnetine 3-O-rutinoside

154.1.3. Quercétine (QE)

La quercétine est un pentahydroxyflavone contenant 5 groupes hydroxy dans les
positions 3-, 3'-, 4'-, 5- et 7-. C’est le type de flavonoide le plus abondant dans les légumes,
fruits et vins. Nommée aussi Quercétine dihydrate, 3,3',4',5,7-Pentahydroxyflavone dihydrate,
ou 2-(3,4-dihydroxyphényl) -3,5,7-trihydroxy-4H-1-benzopyran-4-one dihydrate, ou 7-
hydroxyflavonol, est de formule chimique CisH1007 - 2H-0, et de poids moléculaire 338,27
g/mol, et sans les molécules d’eau est de 302.23 g/mol. C’est I’acide conjugué de quercétine-

7-olate.(PubChem) (Figure 5).

OH O

‘ OH
|

HO 0 ‘ OH

OH

Quercétine

« 2H,0

Figure 5: Structure chimique de Quercétine
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154.14. Féruladéhyde (4-Hydroxy-3-
méthoxycinnamaldéhyde (FA)

Le féruladéhyde (4-Hydroxy-3-méthoxycinnam aldéhyde ou coniféryle), sa formule
chimique est CioH1003, de poids moléculaire 178,18 g/mol. (« Encyclopedia of Dietary
Supplements 2nd edition.pdf » s. d.). L’aldéhyde de coniféryle est un membre de la classe des
cinnamaldehydes, substitué d’un groupe hydroxy a la position 4 et un groupe méthoxy a la

position 3. (PubChem). (Figure 6)

HO
OCHg

4-Hydroxy-3-methoxycinnamaldehyde

Figure 6: Structure chimique de 4-Hydroxy-3-methoxycinnamaldehyde

15.4.15. Syringaldehyde (SA)

Le Syringaldehyde, appelé aussi 4-hydroxy-3,5-diméthoxybenzaldéhyde ou 3,5-
diméthoxy-4-hydroxybenzaldéhyde de formule chimique CoH1004, et de poids moléculaire de
182,17 g/mol (PubChem), est un hydroxybenzaldéhyde, qui est un 4-hydroxybenzaldéhyde
substitué par des groupes méthoxy dans la position 3 et 5. Isolé a partir de Pisonia aculeata et
Panax japonicus var, peut étre présent également dans Ficus septica, et Mikania laevigata
(PubChem). (Figure 7)
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0
HaCO ’
HO
OCHj
Syringaldehyde

Figure 7: Structure chimigue de Syringaldehyde

154.1.6. Vanilline (VA)

La vanilline est appelée aussi 4-Hydroxy-3-méthoxybenzaldéhyde de formule chimique
CgHgOs3, et d’un poids moléculaire de 152,15 g/mol. La vanilline est un monométhoxybenzene
qui appartient a la classe des benzaldéhydes des phénols portant des substituants méthoxy et
hydroxy groupes dans les positions 3 et 4, respectivement. Ce produit est naturellement présent

dans le Ficus erecta var. beecheyana, et Pandanus utilis (PubChem). (Figure 8)

O

HO
OCH3

Vanilline

Figure 8: Structure chimique de la vanilline

1.5.4.2. Activités antiinflammatoires et antioxydantes

154.21. Isorhamnetine (IR)
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L’isorhamnetine est un flavonoide, et 1’'un des composés bioactifs les plus importants
de cactus. Il possede des activités pharmacologiques a effets antitumoral, antiviral, anti-
inflammatoire, antioxydant et anti-apoptotique (Tableau 9). Les études réalisée sur cette
molécule ont démontré son effet protecteur pour traiter les maladies cardiovasculaires et
cérébro-vasculaires (Y. Xu et al. 2020), et les maladies neurodégénératives (Ishola et al. 2019).
Son role majeur dans la protection des organes et la prévention contre 1’obésité vient de sa
capacité & moduler les mécanismes impliquant la reégulation de kinases comme la PI3K
(Phosphoinositide 3-kinase /Akt/PKB (Protéine kinase B) et MAPK (Mitogen-activated protein
kinase) ainsi que d'autres voies de signalisation. Il régule également NF-kB (nuclear factor-

kappa B) et I’expression de certaines cytokines (G. Gong et al. 2020).

L’isorhamnetine protege les cellules cardiovasculaires contre I’inflammation et le stress
oxydant et I’apoptose. Ce flavonoide protége également les cellules endothéliales contre le
stress oxydatif provoqué par H20. et LDL oxydées (Oxidized Low-Density Lipoprotein) (Jiayi
et al. 2019). In vitro, I’isorhamnetine a montré son pouvoir antioxydant qui permet de capter
les radicaux libres dans les tests DPPH et ABTS et d’inhiber la peroxydation lipidique au
niveau des mitochondries du foie (G. Gong et al. 2020). Parall¢lement, 1’isorhamnetine testée
sur des cellules RPE (épithélium pigmentaire rétinien) humaines exprime un effet antioxydant
contre le stress oxydant et son mécanisme d’action serait li¢ a 1’activation de la voie de
transduction du signal par PI3K/Akt (J. Wang et al. 2018). L’isorhamnetine peut également
affecter la voie d’apoptose mitochondriale et activer la voie de signalisation Nrf2/ARE (nuclear
factor erythroid-2-related factor 2 )/ (antioxidant responsive element) protégeant les
cardiomyocytes du rat (H9C2) de stress oxydant géenéré par H20> et exercer ainsi ses fonctions
antioxydantes (Johnson et al. 2008) et anti-apoptotiques (G. Gong et al. 2020). L’isorhamnetine
renforce le mécanisme antioxydant de défense cellulaire par I’activation des voies Nrf2/ HO-
1(héme oxygénase 1) et ERK (Extracellular signal-regulated kinases), ce qui empéche la
cytotoxicité cellulaire des cellules C2C12 induite par le H2O2 (Y. H. Choi 2016).
L’isorhamnetine 3-O-B-D-glucopyranoside permet I’inhibition du stress oxydatif dans les
cellules, en limitant la génération des ROS intracellulaires, et augmenter la production du
glutathion (GSH) et I’expression des enzymes antioxydantes, et supprimer les altérations
moléculaires induites par TNF-o dans les cellules humaines de la moelle osseuse (C.-S. Kong
et al. 2009) (Tableau 8).
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L’effet anti-inflammatoire de I’isorhamnetine a été démontré a plusieurs reprises dans

différentes études scientifiques. Le mécanisme d’inhibition de la réaction inflammatoire est lié

principalement a la régulation de la production des médiateurs d’inflammation tels que les

cytokines et les ROS (G. Gong et al. 2020). L’inhibition de NF-«xB est le principal mode

d’action anti-inflammatoire de l'isorhamnetine. De nombreuses molécules a tous les stades de

la réponse inflammatoire sont régulées par NF-xB, y compris TNF-a, IL-1p, IL-2, IL-6, IL-8,

IL-12, iINOS, COX2, chimiokines, molécules d'adhésion (Yang Li et al. 2016).

Tableau 9: Effets anti-inflammatoires de I'isorhamnetine et ses mécanismes d*actions d'aprés (G.

Gong et al. 2020)

Effet
thérapeutique

Expérimentation

Mécanisme d’action

Références

Lésion pulmonaire
aigue

Lésion pulmonaire
aigue

Lésion pulmonaire
aigue

Parodontite/maladie
des gencives

Maladies intestinales

Inflammation cellules
BV2 microgliales

Arthrose

Tuberculose
pulmonaire

Perfusion intratrachéale de LPS (3
mg/kg) chez des souris males
BALB/c

Macrophages de souris RAW264.7
stimulés par LPS et souris males
BALB/c

Macrophages de souris RAW264.7
stimulés par LPS et souris males
BALB/c

Fibroblastes de gencives humaines
stimulés par le LPS

Lignée cellulaire de cancer du cdlon
humain HT-29 et LS174 T et souche
de macrophage de souris RAW264.7

Microglie de souris BV2 stimulée
par le LPS

Cellules cartilagineuses humaines
stimulées par IL-1

Fibroblastes pulmonaires humains
(cellules MRC-5) stimulés par I'lFN-

Y

Inhibition de I’expression de COX-
2

Inhibition des voies de MAPK et
NF-kappa B

Inhibition de ’activation de NF-
kappa B et la diminution de
sécrétion des cytokines pro-
inflammatoires (TNF-1, IL-1, IL-
6)

L’activation de la voie de
signalisation ~ Nrf2, ave la
régulation en amont de Nrf2 et HO-
1, et I’inhibition de I’activation de
NF-kB

Activation de PXR, promotion de
I'up régulation du métabolisme
médié par PXR des probiotiques et
la  down-régulation de la
transduction du signal NF-kappa B

Inhibition de la voie de
signalisation NF-kappa B,
Antagonisme de TLR4 et
élimination de 1’accumulation des
ROS

Inhibition de I’expression de NF-
kB et le facteur de transcription
p65.

La  diminution  d’expression
génique de TNFa, IL1-B, IL-6, IL-
12

(Yang et al. 2016)

(Chi et al. 2016)

(Yang et al. 2016)

(Qi et al. 2018)

(Dou et al. 2014)

(S.Y.Kim et al.

2019)

(J. Li etal. 2017)

(Inawali et al.
2016)
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Lésion rénale aigue Modele de Iésion d'ischémie-  L’inhibition de  I’activation (G. Gong et al.
reperfusion chez des rats SD méles excessive de la voie de 2020)
signalisation NF-kappa B,
réduction de la  réponse
inflammatoire et du stress oxydant

Maladie rénale Rats diabétiques de type 2 induitspar ~ Inhibition  de  l'activité  de (Qiu et al. 2016)
un régime riche en matiére grasse et transduction du signal NF-kappa
injection  intra-abdominale de B, réduction des médiateurs
streptozotocine d’inflammation et diminution du
stress oxydatif

1.5.4.2.2. Isorhamnetine 3-O-rutinoside (RU)

L’isorhamnetine 3-O-rutinoside (ou narcissine) est 1’'un des constituants les plus
caractéristiques d’opuntia ficus indica (Cejudo-Bastante et al. 2014), elle se caractérise par ces
activités biologiques, hépato-protectrice, antioxydante et apoptotiques dans les cellules de
leucémiques humaines (Pham et al. 2014; Gevrenova et al. 2015; B.-N. Su et al. 2005;
Boubaker et al. 2011) La narcissine comme agent hépato-protecteur, permet 1’élimination des
Iésions produites au niveau du tissu hépatique grace a son pouvoir antioxydant permettant de
capter les radicaux libres et inhiber leurs générations (Gevrenova et al. 2015). La présence de
la narcissine comme flavonoide dans les plantes comestibles permet de protéger contre le
diabéte par I’inhibition des activités enzymatiques de 1’a-glucosidase, et 15-lipoxygenase.
L’inhibition de I’enzyme a-glucosidase retarde la libération du D-glucose a partir des
oligosaccharides et les disaccharides provenant d’une alimentation riche en sucres complexes
et ralenti I’absorption du glucose, ce qui permet de réduire le taux de glucose sanguin

postprandial et empéche I’hyperglycémie postprandiale (Gao et al. 2008; Yoo et al. 2018).

L’enzyme 15-lipoxygenase (15-LO) est responsable de la production de médiateurs
lipidiques actifs causant des pathologies comme le cancer, le psoriasis, 1’athérosclérose et le
diabetes (type 1 et 2) (Dobrian et al. 2011; Schneider et Bucar 2005). La narcissine aide a
I’inhibition de 1’angiogenése tumorale, et des enzymes cyclooxygenases-1 et -2, ainsi que de
la tyrosine kinase (B.-N. Su et al. 2005). L’effet cytotoxique provoqué par la narcissine sur les
cellules K562 est associ¢ a ’activation de la voie extrinséque du processus d’apoptose.
L’activation de la caspase 8 entraine une activation de suite de la caspase 3, induisant ainsi un
clivage de PARP et la fragmentation d’ADN génomique, observés aprés 48H d’incubation
(Boubaker et al. 2011).
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15.4.23. Quercétine (QE)

La quercétine est une molécule omniprésente dans les aliments d’origine végétale. Ce
flavonoide se caractérise par ces actions antiprolifératives, liées a la modulation des voies de
transduction du signal médiées par I'EGFR (Récepteur du facteur de croissance épidermique)
(L.-T. Lee et al. 2002) ou les récepteurs d’cestrogenes (Larocca et al. 1996). La quercétine
inhibe les voies lipoxygénase et cyclooxygénase empéchant ainsi la production des médiateurs
pro-inflammatoires, ce qui  expliquerait ces effets anti-inflammatoires et
antiallergiques(Laughton et al. 1991). Des extraits de quercétine ont été utilisés pour traiter ou
prévenir  diverses  pathologies, notamment les  maladies cardiovasculaires,
I'nypercholestérolémie, les maladies rhumatismales, les infections et le cancer. Cependant, son
efficacité n'est pas encore élucidée dans des essais cliniques. De plus, la quercétine améliore

les performances physiques et mentales et réduit les risques d’infection (Davis et al. 2009).

Elle posséde des activités anti-carcinogéniques, anti-inflammatoires, antivirales,
antioxydantes, et psychostimulantes, et une capacité d’inhibitrice de la peroxydation lipidique,
et stimulatrice de la biogenese mitochondriale (Aguirre et al. 2011; Chirumbolo 2010). La
Quercétine est une substance a effet anti-inflammatoire prolongé (Read 1995; Orsoli¢ et al.
2004) exprimé dans différents types cellulaires modeles, animal et humain (Manjeet K et Ghosh
1999; Chirumbolo 2010). Elle est connu par son pouvoir de stabilisation des mastocytes et son
activité protectrice des cellules gastro-intestinales (Penissi et al. 2003). De plus, la quercétine
exerce un effet immunosuppressif sur la fonction des cellules dendritiques (R.-Y. Huang et al.
2010) en empéchant 1’activation directe par TNF-a de certaines kinases comme 1’extracellular
signal-related kinase (ERK), la c-Jun NH2-terminal kinase (JNK), ainsi que les facteurs
nucléaires c-Jun, et nuclear factor-kB (NF-«kB). Ces derniers sont des inducteurs forts de
I’expression des genes d’inflammation (S. Zhang et al. 2013). La quercétine peut également

prévenir indirectement le processus d’inflammation par 1’augmentation de 1’activité de PPARy
(Yao Li et al. 2016).

La quercétine peut jouer le réle d’un agent antibactérien, antioxydant, et inhibiteur de la
protéine kinase, agent antinéoplasique, éboueur des radicaux libres. Les groupes hydroxyles
aux positions 5, 7, 3', 4'-hydroxyl sont capables de donner des électrons pour neutraliser les
différentes espéces réactives d’oxygene (Psahoulia et al. 2007; Akram et al. 2015)
L’administration de la quercétine par voie orale augmente le potentiel antioxydant chez des rat

modeles d’ischémie-reperfusion (J.-F. Su et al. 2003). Généralement, trois critéres sont
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considérés comme fondamental pour évaluer le pouvoir antioxydant d’un flavonoide in vitro :
(i) un cycle B avec deux groupes hydroxyles (adjacents) ; (ii) un cycle C avec une double
liaison C>-Cs, un 4-0xo0, et un groupe hydroxyle en position 3 ; et (iii) la présence d’un cycle
avec deux groupes hydroxyles Cs-C7. Par conséquence, la quercétine remplit ces 3 critéres,

supposant un fort pouvoir antioxydant ((Salem 2009) (PubChem)) (Figure 9).

OH

Quercetin

Figure 9. Eléments structuraux necessaires a I'obtention d'une activité antioxydante (Salem 2009)

154.24. Le féruladéhyde (4-Hydroxy-3-
methoxycinnamaldehyde)

Le féruladéhyde (FA) (appelé encore aldéhyde de coniféryle ou 4-hydroxy-3-
méthoxycinnamaldéhyde), est un composé phénolique naturel trouvé dans différentes plantes
médicinales comme Salvia plebeai, Phyllanthus emblica, Diplomorpha canescens,
Cinnamomum cebuense et Allophylus longipes (Yao Zhang et al. 2016). 1l a été démontré dans
plusieurs études que ces plantes possedent des activités anti-inflammatoires (Akram et al. 2015;
Jung et al. 2009) , et en particulier le composé HMC a montré un effet anti-inflammatoire dans
des modeles in vivo et in vitro, son mécanisme d’action diminue significativement 1’expression
de iNOS ainsi que la production de NO pendant le processus inflammatoire par I’inhibition de
la voie de signalisation JAK2 (Janus kinase 2) -STAT1(Signal transducer and activator of
transcription 1)-iNOS(oxyde nitrique synthase inductible) (Akram et al. 2016). L’effet
antioxydant et anti-radicaux in vitro ont été rapportés dans plusieurs études (Weng et Wang
2000; Barclay et al. 1997; Potapovich et al. 2011) . L’induction des enzymes antioxydantes
par des agents chimio-preventifs, permet de protéger les cellules des substances oxydantes
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capables d’altérer ’intégrité de I’ADN et initier une carcinogénese. Le férulaldéhyde possede
un potentiel anti-mutagénique et antioxydant. L’activation de I’héme oxygenase-1 (HO-1) par
FA permet de protéger les cellules contre les lésions induites par le stress oxydant. le FA induit
la phosphorylation et la translocation nucléaire du nuclear factor erythroid-2-related factor 2
(Nrf2) jouant un réle critique dans la défense cellulaire avec la participation des voies de
signalisation p38 MAPK et la protéine kinase C (H.-H. Chen et al. 2015).

154.25. Le Syringaldehyde

Le syringaldehyde (SA) est une molécule trouvée naturellement dans des plantes
Manihot esculenta et Magnolia officinalis (Shen et al. 2009). Elle posséde des propriétés
antimicrobienne (Lv et al. 2019) et anti-diabétique(Friedman, Henika, et Mandrell 2003; Kuo
et al. 2014; C.-H. Huang et al. 2012). Dans les neutrophiles, le SA montre un effet inhibiteur
sur la formation des ROS et la production des myélopéroxydase(Van den Worm et al. 2001;
Shahzad et al. 2020). De plus, il présente un effet anti-hyperglycémique dans le diabete induit
par la streptozotocine chez le rat (C.-H. Huang et al. 2012). Ses capacités antioxydantes, et
anti-inflammatoires (Dong et al. 2021) permettent d’inhiber 1’action de la cyclooxygénase-2
(COX-2) dans les macrophages de souris (Stanikunaite et al. 2009). Les aliments riches en SA
sont tres bénéfiques sur la santé et permettent de soulager les endommagements des maladies
cardiovasculaires induites par les ROS (Shahzad et al. 2018). Ainsi, le SA a un potentiel cardio-
protecteur par sa capacité d’¢éliminer les ROS, la peroxydation lipidique, et I’inflammation dues
aux altérations du muscle cardiaque (Shahzad et al. 2018). Autres études ont montré que grace
a ses effets anti-oxydants et anti-apoptotiques, le SA peut jouer un réle neuroprotecteur au cas

des lésions cérébrales causées par I’ischémie (Bozkurt et al. 2014).

1.5.4.2.6. La Vanilline

La vanilline (VA) possede des propriétés anti-inflammatoire, anticancéreuse, anti-
apoptotique et antioxydante (Srinual et al. 2017; J. Liu et Mori 1993; Bezerra et al. 2016;
Dhanalakshmi et al. 2015). La vanilline permet de réduire significativement la production de
NO et des cytokines pro-inflammatoires, a 1’exemple de I’interleukine (IL)-1pB, le TNF-a, et
I’interleukine-6 (IL-6). Elle diminue également le taux de nitroxyde synthase inductible (iNOS)
et la COX-2, ainsi que les taux des ARNm IL-1B, TNF-a, et IL-6. Il inhibe également la
phosphorylation des mitogen-activated protein kinases (MAPKS) et nuclear factor (NF)-kB. La
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vanilline peut jouer un réle thérapeutique naturel contre les maladies neuroinflammatoires (M.
E. Kim et al. 2019). L’effet antioxydant et antiinflammatoire de la vanilline permettent de
protéger contre les altérations du tissue hépatique et la fibrose (Makni et al. 2011). Ce composé
chimique est a I’origine de 1’odeur et la saveur de la vanille. 1l est utilisé pour lutter contre le
sommeil et jouerait un réle d’agent aphrodisiaque (Bythrow 2005). Son réle chimio-préventif
a été décrit dans plusieurs modeles de cancérogenese chez le rat (Akagi et al. 1995) et
préviendrait I’invasion et la migration des cellules cancéreuses (W.-Y. Cheng et al. 2008). Par
ailleurs, elle peut aussi étre utilisé dans le traitement de la drépanocytose (C. Zhang et al. 2004).
De plus, la vanilline est capable d’inhiber I’activation de NF-kB et I’expression du géne codant
pour la COX-2 induite par les lipopolysaccharides dans les macrophages de souris (Y.
Murakami et al. 2007). Généralement, les enzymes antioxydantes comme la catalase et la SOD
peuvent étre désactivées par les peroxydes lipidiques ou les especes réactives d’oxygene, mais
la présence de la vanilline permet de moduler I’activité de ces enzymes antioxydantes dans le
tissu hépatique. (Makni et al. 2011). Le mécanisme d’action de VA reposerait sur 1’élimination
du processus oxydatif de protéines et de lipides, et I’augmentation de I’expression des enzymes
antioxydantes et D’inhibition des médiateurs de I’inflammation permettant ainsi le

rétablissement des paramétres biologiques (Makni et al. 2011).

2. Le peroxysome

Le peroxysome un organite subcellulaire cytoplasmique de diametre allant 0,1 a 1um
(Raas, Gondcaille, et al. 2019). C’est un organite ubiquitaire présent dans presque toutes les
cellules eucaryotes. Il est composé d’une seule membrane constituée d’une bicouche
phospholipidique entourant une matrice finement granulaire et homogene, possédant chez
certains rongeurs un corps cristallin associé¢ a la présence de 1’activité de 1’urate oxydase (Y
Fujiki et al. 1982; Schrader et Fahimi 2008) (Figure 10). Découvert pour la premiére fois dans
le rein de souris par microscopie électronique par Rhodin en 1954 (Rhodin 1954) et reconnu
sous le nom de « microbody », puis isolé par de Duve et Baudhuin en 1966 a partir du foie de
rat (de Duve et Baudhuin 1966). Le peroxysome comporte des centaines d’enzymes, en
particulier des oxydases, participant a différentes voies cataboliques ou anaboliques (Yukio
Fujiki 2016). Le nom peroxysome provient de leurs roles dans le métabolisme du peroxyde
d’hydrogéne (H202) (He et al. 2021). L’hétérogénéité du nombre, la taille, la morphologie, et
les activités des peroxysomes dépendent particulierement de la nature, 1’age, la fonction du

type cellulaire, les signaux cellulaires et environnementaux qui sont en étroite communication
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et coordination, notamment avec le réticulum endoplasmique, les gouttelettes lipidiques ou les
mitochondries (He et al. 2021). Morphologiquement, les peroxysomes peuvent exister sous
différentes formes, ronde ou allongée (“Dictionary - Cell: Peroxisomes - The Human Protein
Atlas”).

Figure 10: Micrographies électroniques de peroxysomes aprés purification (a) et les membranes
peroxysomales préparées avec un traitement au carbonate de sodium (b), La fleche indique le noyau
cristallin peroxysomal libre. Barre, 0.5 um. (a) x 48000. (b) x 65000. encadré : structure tri-laminaire
de membranes isolées aprés traitement par du bicarbonate de sodium barre, 50 nm, x 212000 (Y
Fujiki et al. 1982).

2.1.  Fonctions peroxysomales

Longtemps appelés organites fossiles et considérés comme acteurs passifs de
différentes réactions métaboliques (Schrader et Fahimi 2006). Comme la mitochondrie, le
peroxysome rempli plusieurs fonctions au sein de la cellule. Des fonctions métaboliques telles
que I’oxydation des acides gras (Schrader et Fahimi 2004), la régulation de I’homéostasie redox
cellulaire, la synthése de I’acide biliaire, le cholestérol et les plasmalogenes (Schrader et Fahimi
2008; Baarine et al. 2012; Brites et al. 2004). La p-oxydation des acides gras a trés longue
chaine (AGTLC) se déroule exclusivement dans le peroxysome. Ce qui rend 1’accumulation
des AGTLC un biomarqueur clé pour diagnostiquer certains dysfonctionnements
peroxysomaux (Stradomska 2018). Aujourd’hui, les peroxysomes sont considérés comme des
organites dynamiques et polyvalents, et constituent un carrefour de voies de signalisation
critiques qui intégre les signaux provenant des réactions métaboliques et communiquent avec
d'autres organites pour répondre a divers facteurs de stress, notamment le stress oxydatif,

I'nypoxie, le jedne, le froid, le bruit et les agents pathogénes (He et al. 2021). Les ROS, 1’acétyl-
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CoA et les éther lipides, issus du métabolisme peroxysomal, jouent un réle important dans la
signalisation cellulaire et I’adaptation métabolique au stress. Les peroxysomes contrdlent
I’hydrolyse de lipides et leurs mobilisations durant une restriction calorique gréce a leur habilité
d’engager une interaction moléculaire avec d’autres organites et générer des métabolites de
signalisation comme 1’acétyl-CoA (He et al. 2021). Alors que les lipides générés par le
peroxysome permettent de maintenir 1’homéostasie cellulaire pendant le stress hypoxique,
régulent la dynamique mitochondriale au cours de la thermogenése induite par le froid et
participent au contréle de la réponse immunitaire innés face aux agents pathogénes infectieux
(Ferreira et al. 2019). Les dysfonctionnements peroxysomaux sont a 1’origine de maladies
neurodégénératives. Ces dysfonctionnements concernent soit la biogenese du peroxysome ou
un déficit concernant une enzyme ou un transporteur peroxysomal soulignant 1’importance

fonctionnelle de cet organite.
Les fonctions connues du peroxysome peuvent étre résumés comme suit :

a) Role critique dans I’immunité innée,

b) Métabolisme des ROS, génération et dégradation des peroxydes (une homéostasie médiee
par ses deux activités enzymatiques liées aux oxydases et a la catalase) (Schrader et Fahimi
2008; Baarine et al. 2012),

c) La métabolisation des acides gras a longues et trés longues chaines, ou le nombre de
carbone est supérieur a 22 et les acides gras a chaines branché (Schrader et Fahimi 2004;
Wanders et Waterham 2006),

d) Synthése du plasmalogéne et des facteurs d’activation des plaquettes sanguines,

e) Détoxification des éléments chimiques par la superoxyde dismutase (SOD),

f) La synthese des lipides essentiels au cerveau, comme la myéline la gaine de neurones
composée de 30% de protéines et 70% de lipides majoritairement du cholestérol et du
sphingomyeéline. (Harauz et al. 2004),

g) Syntheése de 1’acide docosahexaénoique DHA (DHA,C22:6 n-3) et des plasmalogénes
(nécessaires pour la croissance des cellules neuronales), ainsi que la participation aux

premiéres étapes de la synthese du cholestérol (Brites et al. 2004)

2.2.  Régulation des fonctions peroxysomales

Depuis la découverte par Lazarow et de Duve en 1976 (Lazarow and de Duve 1976),

d’une activité de B-oxydation des acides gras dans les peroxysomes purifiés de foie de rat, de
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nombreuses études ont démontré sa présence dans divers tissus de différentes especes,
particulierement au niveau hépatique et au niveau du cortex rénal (Yu et al. 1997). Chez les
mammiferes, la B-oxydation a lieu a la fois dans la mitochondrie et dans le peroxysome. La
contribution de ce dernier organite a cette p-oxydation serait entre10 a 30% dans le foie de rat
(Grum et al. 1994; Mannaerts et al. 1979). Alors que, I’a-oxydation se déroule entiérement
dans le peroxysome et permet la conversion nécessaire du 3-méthyl-acyl-CoA en 2-méthyl-
acyl-CoA avant la B-oxydation de ce dernier (Schrader et Fahimi 2006). Chez I’homme, 1’a-
oxydation permet de convertir I’acide phytanique (acide 3,7,11,15-tétraméthylhexadécanoique ;
toxique pour les cellules) en acide pristanique (acide 2,6,10,14-tétraméthylpentadécanoique)
qui est ensuite dégradé par B-oxydation peroxysomale. La -oxydation nécessite au préalable
I’entrée et 1’activation des acides gras par la transformation des acides gras en acyl coA une
réaction catalysée par une acyl-coA synthétase. Une fois activés ces acyl-CoAs sont pris en
charge par le transporteur ABC (ATP binding cassette) de la membrane peroxysomale pour
leurs permettre de rejoindre la matrice peroxysomale. Les membres de la famille ABC
permettent le passage de divers substrats a travers les membranes lipidiques grace a la fixation
et I’hydrolyse de I’ATP. Le cycle de dégradation des acides gras par -oxydation est composé
de 4 réactions, et chaque passage a travers ce cycle libére une molécule d’acétyl-CoA et une
molécule d’acyl-CoA écourté de deux carbones produisant un FADH; et un NADH,H" par
cycle de pB-oxydation (Hashimoto 2000; Lazarow et de Duve 1976). Les acyl-CoA subissent
par la suite plusieurs cycles de B-oxydation jusqu’a la formation d’un acyl-CoA & 8 atomes de
carbone (octanoyl-CoA). Un cycle de pB-oxydation consiste a une série de réactions
enzymatiques catalysée par 3 enzymes (Hashimoto 2000) : I’acyl CoA oxydase, 1I’enzyme
bifonctionnelle et la cétoacyl-CoA-thiolase conduisant a former a partir d’un acyl coA, un acyl
coA raccourci de 2 atomes de carbones et une molécule d’acétyl-CoA. L’octanoyl-CoA qui
résulte de ce catabolisme est transforme en carnitine octanoyl avant de sortir du peroxysome
pour finir son oxydation dans la mitochondrie. Certains produits intermédiaires de la B-
oxydation peroxysomale (par exemple le DHA-CoA) peuvent également étre hydrolysés en
AG et CoA par des thioestérases spécifiques avant de sortir du peroxysome pour rejoindre
d’autres destinations (Tableau 10).

Chez I’homme et la souris, la protéine ACOX1 est codée par un seul géne localisé
respectivement sur les chromosomes 17 et 11. Il est constitué de 15 exons et 14 introns avec 2
exons 3 nommeés 3a et 3b (Varanasi et al. 1994; Ferdinandusse et al. 2007) (UCSC Genome
Browser). L’épissage alternatif du pré-ARNm permet la synthése de 2 isoformes d’ACOX1,
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ACOX1la et ACOX1b avec une spécificité de substrat pour chacune des deux isoformes(David
Oaxaca-Castillo et al. 2007; Vluggens et al. 2010). La protéine codée par ce gene est la premiére
enzyme de la voie de B-oxydation, elle catalyse la réaction de déshydrogénation d’un acyl-CoA
en une molécule de 2-trans-énoyl-CoA (Tableau 10), avec un transfert direct des électrons a

une molécule d’oxygene, générant ainsi du peroxyde d’hydrogene.
Acyl-CoA - H20:2 + Enoyl-CoA

Une altération d’expression de ce geéne, cause de la pseudo-adrénoleucodystrophie
néonatale, une maladie caractérisée par 1’accumulation des acides gras a trés longue chaine

(Arora et al. 2022).

Le gene Acoxl est associé a 146 réactions dans 16 différents systemes subcellulaires,
présents dans les compartiments cellulaires : Cytosol, Mitochondrie, Noyau, Peroxysome. (The
Human Protein Atlas).

Tableau 10: Les voies métaboliques associées au gene Acoxl présentes dans différents
compartiments cellulaires avec le nombre de protéines, de métabolites et de réactions.

Nombre Nombre de Nombre
Voie métabolique Compartiments cellulaires associés de . . de
e métabolites s
protéines réactions
B-oxydation des acides
gras insaturés (n-9) Peroxysome 9 47 9
(peroxysome)
Métabolisme de ’acide Cytosol, Peroxysome, RE 108 87 6
arachidonique Extracellulaire, Noyau, Mitochondrie
p-oxydation d’acide gras Peroxysome 9 59 12
(peroxysomale)
B-oxydation de ’acide
phytanique Peroxysome, Cytosol 24 37 3
(peroxysomale)
Cytosol, Extracellulaire,
S Lysosome, Peroxisome, Mitochondrie,
Réactions de transport Appareil de Golgi, RE, Noyau, 608 1603 2
Membrane mitochondriale interne
Meta_bolls_me dela Mitochondrie, Cytosol, RE 55 68 13
Vitamine E
Cytosol,
Oxydation des acides gras RE, Peroxysome, Mitochondrie, 69 375 68
Extracellulaire
Métabolisme de Peroxysome, Mitochondrie, Cytosol, 206 105 1
Leucotriene RE, Noyau, Extracellulaire
Meétabolisme des acides Cytosol, Mitochondrie, Peroxysome 39 56 4
gras Omega 6
. . . Peroxysome,
Biosynthése de P'acide RE, Cytosol, )l/\/litochondrie, 97 173 3

biliaire

Extracellulaire
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https://www.proteinatlas.org/ENSG00000161533-ACOX1/metabolic/Beta+oxidation+of+unsaturated+fatty+acids+%28n-9%29+%28peroxisomal%29
https://www.proteinatlas.org/ENSG00000161533-ACOX1/metabolic/Beta+oxidation+of+unsaturated+fatty+acids+%28n-9%29+%28peroxisomal%29
https://www.proteinatlas.org/ENSG00000161533-ACOX1/metabolic/Arachidonic+acid+metabolism
https://www.proteinatlas.org/ENSG00000161533-ACOX1/metabolic/Beta+oxidation+of+even-chain+fatty+acids+%28peroxisomal%29
https://www.proteinatlas.org/ENSG00000161533-ACOX1/metabolic/Beta+oxidation+of+even-chain+fatty+acids+%28peroxisomal%29
https://www.proteinatlas.org/ENSG00000161533-ACOX1/metabolic/Beta+oxidation+of+phytanic+acid+%28peroxisomal%29
https://www.proteinatlas.org/ENSG00000161533-ACOX1/metabolic/Beta+oxidation+of+phytanic+acid+%28peroxisomal%29
https://www.proteinatlas.org/ENSG00000161533-ACOX1/metabolic/Beta+oxidation+of+phytanic+acid+%28peroxisomal%29
https://www.proteinatlas.org/ENSG00000161533-ACOX1/metabolic/Transport+reactions
https://www.proteinatlas.org/ENSG00000161533-ACOX1/metabolic/Vitamin+E+metabolism
https://www.proteinatlas.org/ENSG00000161533-ACOX1/metabolic/Leukotriene+metabolism
https://www.proteinatlas.org/ENSG00000161533-ACOX1/metabolic/Omega-6+fatty+acid+metabolism

B-oxydation des AG

insaturés (n-7) Peroxysome 9 17 2
(peroxysomale)
Métabolisme des Cytosol, Mitochondrie, Peroxysome,
o - 55 210 3
médicaments Extracellulaire, RE
B-oxydation des acides
gras polyinsaturés Mitochondrie 11 34 4

(mitochondriale)

Meétabolisme des AG

omégas Cytosol, Peroxysome, Noyau, RE 53 73 1
B-oxydation des acides
gras di-insaturés (n-6) Peroxysome 11 28 4

(peroxysomale)

Cytosol, Mitochondrie, Extracellulaire,

RE, Lysosome, Noyau, Peroxysome 94 138 1

Autres

Le gene ABCDL1 est localisé sur le chromosome X bras g28 codant pour le transporteur
peroxysomal ABC, appelé « protéine de 1’adrénoleucodystrophie » ALDP, qui participe a
I’entrée AGTLC-CoA dans le peroxysome.

Certains genes codant pour des protéines de transport et de la [-oxydation
peroxysomale des AG sont en effet fortement induit dans le foie des rongeurs par des
proliférateurs de peroxysome et agissent en se fixant et en activant le récepteur nucléaire
PPARa (J. K. Reddy et Hashimoto 2001).
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Abstract: In mammalian cells, two cellular organelles, mitochondria and peroxisomes, share the
ability to degrade fatty acid chains. Although each organelle harbors its own fatty acid B-oxidation
pathway, a distinct mitochondrial system feeds the oxidative phosphorylation pathway for ATP
synthesis. At the same time, the peroxisomal B-oxidation pathway participates in cellular ther-
mogenesis. A scientific milestone in 1965 helped discover the hepatomegaly effect in rat liver
by clofibrate, subsequently identified as a peroxisome proliferator in rodents and an activator of
the peroxisomal fatty acid B-oxidation pathway. These peroxisome proliferators were later iden-
tified as activating ligands of Peroxisome Proliferator-Activated Receptor a (PPARa), cloned in
1990. The ligand-activated heterodimer PPARa/RXRa recognizes a DNA sequence, called PPRE
(Peroxisome Proliferator Response Element), corresponding to two half-consensus hexanucleotide
motifs, AGGTCA, separated by one nucleotide. Accordingly, the assembled complex containing
PPRE/PPARa/RXRa/ligands/Coregulators controls the expression of the genes involved in liver
peroxisomal fatty acid B-oxidation. This review mobilizes a considerable number of findings that
discuss miscellaneous axes, covering the detailed expression pattern of PPARa in species and tis-
sues, the lessons from several PPARa KO mouse models and the modulation of PPARa function by
dietary micronutrients.

Keywords: PPARa; peroxisome; B-oxidation; PPRE; ligand; coregulator; micronutrients; PPARa
knockout

1. Introduction

As reported in the review by Latruffe and Vamecq [1], peroxisomes are ubiquitous,
single membrane-bound organelles. They belong to the fundamental class of intracellu-
lar compartments named microbodies. According to the evolutionists, microbodies and
eukaryotic cells appeared on Earth around 1.5 billion years ago. Based on their related
cell origin, these organelles are defined as glycosomes, glyoxysomes, hydrogenosomes or
peroxisomes. Peroxisomes are found in higher vertebrates; glycosomes exist only in
trypanosomes; glyoxysomes are found in leaves and seeds; hydrogenosomes are found in
anaerobic unicellular ciliates, flagellates, and fungi. The latter two microbody structures
belong to lower eukaryotic species, and all these compartments metabolize hydrogen
peroxide. According to the endosymbiotic theory, peroxisomes, mitochondria, and chloro-
plasts may have derived from free-living prokaryotic ancestors. Only mitochondria and
chloroplasts are semi-autonomous organelles, containing a DNA genome, which encodes
for just some of their proteins.
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In the mammalian liver, very-long-chain-fatty acids (VLCFA) are exclusively short- ened
in peroxisome through a specific B-oxidation system. Then, shortened fatty acids are
metabolized by mitochondrial B-oxidation. Peroxisomes also contain the first enzy- matic
steps of plasmalogen synthesis [1]. In addition, they are involved in maintaining a redox state
through the NAD*/NADH balance, linked to the pyruvate/lactate level. In 1965, a milestone
was reached by Hess et al. [2] who described, for the first time, hep- atomegaly induced by
clofibrate (ethyl 2-(4-chlorophenoxy)-2-methylpropanoate) in rats, subsequently established
as a peroxisome proliferator in rodents and an activator of the fatty acid peroxisomal B-
oxidation [3]. Later, Isseman and Green [4] identified peroxisome proliferators (PPs) as
activator ligands of a special class of nuclear receptors termed Per- oxisome Proliferator-
Activated Receptor a (PPAR a). Afterward, several PPAR isoforms were characterized as
members of the superfamily of the nuclear steroid receptors. It is recognized that the
phylogenetic origin of PPARs dates back 200 million years to the fish- mammalian divergence
period [5]. PPARs evolved three times faster than other members of the hormone nuclear
receptor superfamily, and are represented now in three isoforms (a, /6, and y).

1. Peroxisomal B-Oxidation Systems

In mammalian cells, both mitochondria and peroxisomes can degrade fatty acid
chains. Although each organelle harbors its own fatty acid B-oxidation pathway, only the
distinct mitochondrial B-oxidation system feeds the oxidative phosphorylation pathway
for ATP synthesis, while the peroxisomal B-oxidation pathway participates in cellular
thermogenesis [6]. Historically, we owe the first description of the mammalian peroxi-
somal fatty acid B-oxidation system to Lazarow and de Duve (1976) [7]. Later, a second
peroxisomal B-oxidation system was characterized [6]. However, the very-long-chain
fatty acids, part of the long-chain class and long-chain dicarboxylic acids, are exclusively
processed by the peroxisomal B-oxidation system, whereas other common long-chain fatty
acids are oxidized by mitochondria [6,8]. The entry of fatty acids into peroxisome, and
activation as acyl-CoAs, depend on ABC membrane transporters (ABCD subfamily) and
very-long-chain acyl-CoA synthetases [9,10]. The first B-oxidation system comprises three
enzymes: acyl-CoA oxidase 1 (ACOX1), multifunctional protein (L-bifunctional peroxiso-
mal enzyme (L-PBE, also referred to as EHHADH or MFP-1) [11,12], and 3-ketoacyl-CoA
thiolases [13] (Figure 1). These three enzymes catalyze four successive reactions, starting
with the o,B-dehydrogenation by ACOX1 of the acyl-CoA into 2-trans-enoyl-CoA. L-PBE
catalyzes enoyl-CoA hydration into L-3-hydroxacyl-CoA, which is dehydrogenated, giv-
ing the 3-ketoacyl-CoA. Then, the 3-ketoacyl-CoA is subjected to a thiolytic cleavage by
thiolase to produce one acetyl-CoA molecule and a two-carbon-shortened acyl-CoA [13]
(Figure 1).

The second peroxisomal B-oxidation system (Figure 1), converting fatty carboxylates
with a 2-methyl branch, such as pristanic acid and bile acid intermediates, includes the
2-methylacyl-CoA-specific oxidases (trihydroxycoprostanoyl-CoA oxidase and pristanoyl-
CoA oxidase), the second multifunctional protein (named MFP-2) [11,14,15], and a 58 kDa
sterol-carrier protein (SCP-2) containing thiolase activity [6,16] (Figure 1). Although both
LBP/MFP-1 and DBP/MFP-2 provide hydratase and dehydrogenase activities, these pro-
teins exhibit opposite stereospecificities. While LBP/MFP-1 hydrates 2-trans-enoyl-CoAs
into L-3-hydroxyacyl-CoAs, and dehydrogenates the L-isomers [11,12], the DBP/MFP-2
transforms 2-trans-enoyl-CoAs into D-3-hydroxyacyl-CoA and dehydrogenates the D-
isomers [6,11,14,15]. Despite the fact that the MFP enzymes are structurally unrelated to
each other, both MFPs can hydrate 2-methyl-enoyl-CoAs [14]. The 3-hydroxy isomers
formed by MFP-2 have the same (3R, 2R) configuration, or (24R, 25R) configuration in
bile acid intermediates, underlining the role of MFP-2 in both pristanic acid degradation
and bile acid synthesis [15]. Recently, it was demonstrated that LBP/MFP-1 is indispens-
able for the B-oxidation of dicarboxylic acids and the production of their medium-chain
derivatives [6,15,17,18].
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Figure 1. Peroxisomal B-oxidation pathways, including different enzymes and transporters. Saturated or unsaturated very-
long-chain fatty acids (sVLCFA or uVLCFA) are imported by the solute ABC-transporters ABCD1 and ABCD2, respectively,
into peroxisome, where they are transformed into their acyl-CoAs by one of the peroxisomal acyl-CoA synthetases (ACSVLS5 for
uVLCFA, and ACSVL1 for uVLCFA). The long-chain dicarboxylic acids (LCDCA), originating from the endoplasmic
reticulum w-oxidation, are imported by ABCD3 and activated to their acyl-CoA thioesters (DCAcyl-CoA) by an unknown
acyl-CoA synthetase (ACSL?). The reactions that are catalyzed by ACSVL and ACSL use CoASH and hydrolyze ATP to AMP
and pyrophosphate to activate VLCFA or LCDCA molecules, giving acyl-CoA. Acyl-CoA oxidase 1 (ACOX1) is the first
flavoenzyme in the straight-chain B-oxidation system, oxidizing sVLCFA, uVLCFA, or LCDCA to their enoyl-CoA
derivatives. The second enzyme metabolizing sSVLCFA and uVLCFA is the D-bifunctional protein (also called MFP2 or
HSD4B17), while the dicarboxylic enoyl-CoA are taken by the L-bifunctional enzyme (also called MFP1 or EHHADH). The
thiolytic cleavage is catalyzed by one of the two peroxisomal thiolases (TH: thiolase/ACAA1/2 or SCPx: sterol carrier
protein-x). After several rounds of B-oxidation, the peroxisomal system gives shortened acyl-CoA derivatives as hexanoyl-
or octanoyl-CoA, and one molecule of acetyl-CoA/round. Both shortened acyl-CoA and acetyl-CoA can be hydrolyzed by
acyl-CoA thioesterases 3 or 4 (ACOT3/4) to CoASH, while free fatty acid and acetate are exported by the pore-forming
protein PXMP2 (or PMP22) to the cytosol. However, acetyl-CoA and acyl-CoA derivatives can also be transformed to
acetyl-carnitine or acyl-carnitine by carnitine acetyl- and carnitine octanoyl transferases (CRAT and CROT), respectively,
and then exported by PXMP2 to the cytosol. B-oxidation of DCAcyl-CoAs leads to the production of succinyl-CoA,
hydrolyzed to succinate and CoASH by ACOT4, and shipped outside by peroxisome PXMP2. Bile acid intermediates,
dihydroxycholestanoic acid (DHCA) and trihydroxycholestanoic acid (THCA), imported by ABCD3 transporter, are beta-
oxidized by ACOX2, DBP and SCPx enzymes, leading to the formation of choloyl-CoA and chenodeoxycholoyl-CoA, which
are conjugated to glycine or taurine by the bile acid-CoA: amino acid N- acyltransferase (BAAT) and then exported by
PXMP2. D/THC-CoA indicate DHCA and THCA co-enzyme A thioesters.

Distinct carnitine transferases and thioesterase enzymes handle products created from
the peroxisomal B-oxidation fatty acyl-CoA derivatives. Carnitine moiety is then transferred
to the acyl-CoA or the acetyl-CoA by carnitine octanoyltransferase (CROT) or carnitine
acetyltransferase (CRAT). On the other hand, a specific peroxisomal thioesterase can

hydrolyze the acyl-CoA or the acetyl-CoA, giving a free fatty acid or acetate that can
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be transported to the cytosol by the peroxisomal membrane solute transporters, such as
PXMP2 or PMP34 (Figure 1) [19].

1. Peroxisome Proliferator Response Element, PPRE

PPARa is an ultimate lipid sensor [20] that has the potential to orchestrate and prompt
the expression of a plethora of target genes implicated in a broad range of fatty acid
metabolism processes [21,22], particularly under conditions of fasting-induced lipolysisand
a lipid-rich diet [23-25]. Indeed, PPARa activates many enzymatic pathways involved in
fatty acid uptake, intracellular transport [26,27], fatty acid activation and B-oxidation,
lipogenesis, ketogenesis and lipoprotein/cholesterol metabolism [28]. As a member of the
PPARs family, PPARa regulates the target gene expression in a transcriptional manner
through heterodimerization with another transcription factor, the retinoid X receptor (RXR)
encoded by the NR2B1 gene [29,30]. Once activated by a ligand in the ligand-binding domain
(LBD), the dimer binds to a specific DNA sequence element, the peroxisome proliferator
response element (PPRE), located in the promoter region of target genes, to modulate
their expression [31]. It is noteworthy that this regulation can require the recruitment of
coregulators [32-36]. The PPARa response element is usually composed of a direct repeat 1
type (DR-1), which means two immediate repetitions of the hexanucleotide AGGTCA
consensus sequence, spaced by one nucleotide [37] (Figure 2). PPARa and RXRa bind the first
and the second hexamer sequences, respectively. The sequence logo of the PPARa/RXRa
PPRE consensus sequence ATGTAGGTCAAAGGTCA from the MA1148.1 Jaspar matrix [38],
and the associated percentage of the four nucleotides at each position, is presented in Figure
2.
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Figure 2. Sequence logo and consensus matrix of the PPARa/RXRa PPRE consensus sequence from
MA1148.1 Jaspar matrix [38]. (A) Sequence logo of the MA1148.1 Jaspar matrix, presenting the
conservation of nucleotides from multiple alignments of 1000 PPARa/RXRa PPRE sequences.
Adenosine (A), cytidine (C), guanosine (G), and thymidine (T) nucleotides are respectively green-, blue-
,yellow-, and red-colored, and the relative size of the letters represents their frequency in the consensus.
The total height of a logo position corresponds to the degree of conservation in the corresponding
multiple sequence alignment. (B) A table representing the percentage of the four bases for each position
of the consensus. The color gradient code highlights the percentage of conservation of bases from blue
to red for the whole table.

Among the hundreds of genes known to be regulated by PPARa, eight are encoding
enzymes that are commonly localized in the peroxisomal compartment (Figure 3), and belong
to the three species: human, mouse, and rat. Table 1 presents validated PPREs se- quences for
functional genes, of which four (Acox1, Ehhadh, Acaalb, and Scp2) are encoding very-long-
chain fatty acid B-oxidation enzymes, and the remaining genes are Cat, encoding
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the catalase enzyme, and Mlycd (malonyl-CoA decarboxylase gene), expressing an enzyme
with both cytoplasmic and peroxisomal localization. The latter form is believed to be
involved in the peroxisomal degradation of malonyl-CoA produced by odd-chain-length
dicarboxylic fatty acid B-oxidation [39], and finally, the Pex11a gene, which participates
particularly in peroxisome biogenesis (Pex11a).

5 10

I
rAcaaalb AGGTCAAAAGTCA
rCat A TCARAGCTTGA
hACOX1 AGGTCA|GICTGTCA
rMlycd PPRE2 AGGCAAGAGGCT
rScp2_ PPREB TGGAT[TACAGGA
rMlycd PPRE3 AACCT[TITGGCT
rACOX1 TGACCT[TITGTCCT
mPexlla TCACCT|T[TCACCC
rEhhadh TCACCTA[TTCGAAC
rScp2_ PPREA TCCTGTRAACTCC

Figure 3. Multiple alignments of PPRE sequences, identified in peroxisomal gene promoters, and ex-
perimentally proved to be regulated through PPARa binding. Adenosine (A), cytidine (C), guanosine
(G) and thymidine (T) nucleotides are respectively green-, blue-, yellow- and red-colored.

Table 1. Peroxisomal genes experimentally proved to be regulated through the PPARa binding to PPREs.

Gene Protein Species PPRE? PPRE Sequence Reference
Acaaalb acetyl-coenzyme A acyltransferase 1B rat PPRE2 AGGTCAAAAGTCA [40]
ACOX1 acyl-CoA oxidase 1 human PPRE AGGTCAGCTGTCA [41]

Acox1 acyl-CoA oxidase 1 rat PPRE TGACCTTTGTCCT [36]
Aldh3a2 aldehyde Cli}l‘)};g;"iif’;\azse family 3, mouse PPRE nd [42]

Cat catalase rat PPRE AGGTGAAAGTTGA [43]
Ehhadh enoyl-CoA hydratase and 3-hydroxyacyl rat PPRE TGACCTATTGAAC [44]
CoA dehydrogenase

Mlycd malonyl-CoA decarboxylase rat PPRE-2 AGGCAAGAGGCTG [45]

Mlycd malonyl-CoA decarboxylase rat PPRE-3 GAACCTTTGGCTG [45]
Pex11a peroxisomal biogenesis factor 11 alpha mouse PPRE TCACCTTTCACCC [46]

Scp2 sterol carrier protein 2 rat PPRE-A TCCTGTAACTCCG [47]

Scp2 sterol carrier protein 2 rat PPRE-B GTGGATTACAGGA [47]
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carbohydrate-lipid metabolism, cancer, inflammation, cell proliferation, and differenti-
ation [55-58]. To sustain their protein stability and transcriptional activity, PPARs are
subjected to post-translational modifications, such as phosphorylation [59], SUMOyla-
tion [60], and ubiquitylation [61]. PPARs act altogether in harmony, to maintain and control
cellular and whole-body energy homeostasis by modulating the expression of their specific
target genes [57].

The focus here will be on the PPARa isoform. PPARa is a type-II non-steroid ligand-
regulated nuclear hormone receptor [4,32,62] transcribed from the human PPARA gene,
which spans ~93.2 kb [53] and consists of eight exons [63]. It has been mapped to chromo-
some 15 in the mouse DNA and to chromosome 22 in humans [31]. The PPARa protein
possesses five main functional domains (A-F) embodied in a modular canonical struc-
ture [64] (Figure 4). The N-amino terminal end harbors the activation function-1 (AF-1)
or A/B domain, which operates autonomously in a ligand-independent manner. The 65
amino acid-long DNA-binding domain (DBD), or C domain, consists of 2 highly conserved
zinc finger-like motifs that promote the receptor’s binding to the PPRE sequence of the
target genes. The D domain or hinge region that bridges the DBD to the ligand-binding
domain (LBD) acts as a docking site for cofactors. In the C-terminal region, the LBD, or
E/F domain, is responsible for ligand specificity and contains the activation function 2 (AF- 2)
[28,65]. This latter contains a tyrosine residue on the helix 12, which plays an ultimate role
in interacting with the carboxyl group of the ligands [66]. When a ligand enters the LBD
pocket of PPARGq, the interface of AF-2 stabilizes and facilitates so that PPARa can recruit
coactivators [67]. The LBD is still a center of interest in numerous pharmaceutical
investigations. Recent publications to date on studies based on X-ray crystallography,
referenced in the protein data bank website (PDB; http://www.pdb.org/, accessed on
1 July 2021), provide fascinating, detailed insight into the LBD domain structure, albeit
limited to comparing it with other PPAR receptors. It describes a relatively large Y-shaped
hydrophobic cavity in the PPARa-LBD pocket volume of 1400 A3 [68], which allows PPARa to
interact with a broad range of structurally distinct natural and synthetic ligands [67,69].

A) 1 101 166 244 468
0 X

A/B Domain C Domain D Domain E/F Domain

B)
Zinc finger-like Co-factor
Ligand- ind d motifs r i interaction and Dimerization with a partner nuclear receptor RXR, and a
function AF-1 a DNA motif and DNA binding in ligand-dependent transcriptional activating function AF-2
PPRE vivo

Figure 4. Schematic view of PPARa structure and domain function, with phosphorylation and cofactor binding sites. From the
left N-terminus to the right C-terminus of the PPARa protein, (A) domain structure of the PPARa protein with the ligand-
independent activation function-1 (AF-1) domain or A/B domain shown in purple, the DNA-binding domain (DBD) or C
domain shown in blue with two zinc finger-like motifs, the hinge region (HR) or D domain shown in white, and the ligand-
binding domain (LBD) or E domain together with the activation function 2 (AF-2) or F domain shown in green. Phosphorylation
sites are labeled with yellow stars (6, 12, 21, 179, 230) amino acids, the corepressor site is marked with a red half-sphere,
and the coactivator binding site is shown with a green ring. The panels on top show the number of amino acid residues. (B)
Structural function of A/B, C, D, and E/F domains, respectively.
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1. PPARa Ligands

Recently, PPARa-ligands have gained consistent interest in several complex metabolic
disease investigations [60,67], such as lipid metabolism disorders. Due to their engagement
in physiological and pathophysiological metabolic processes, and their role in activating
transcriptional regulatory networks, these ligands are becoming intriguing bona fide
treatment opportunities and present a way to unveil many relevant potential roles of
PPARaq, also known as promising versatile drug targets.

Evidence indicates that a wide variety of lipophilic molecules, the so-called ligands,
can activate PPARaq, encompassing natural saturated, unsaturated, and polyunsaturated
fatty acids (PUFAs) [70,71], and synthetic ligands that are collectively referred to as PPARa-
activators [72].

1.1. PPARa Natural Ligands

Natural ligands include endogenous metabolites products derived from the lipid
metabolism, such as acyl CoAs [73,74], oxidized fatty acids [63], phospholipids [75], certain
nitrated derivatives of fatty acids, eicosanoids [76], endocannabinoid-like molecules [77], and
lipoprotein lipolytic products [78]. PPARa natural activators could also originate from an
exogenous source that is either found in dietary constituents [65], e.g., dietary w-3
polyunsaturated fatty acids (docosahexaenoic acid and eicosapentaenoic acid) or issuing
from traditionally used medicinal plants (reviewed by Rigano etal. [79]) (Figure 5).
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Figure 5. Diagram of different types and classes of PPARa ligands. The natural ligands type
encompasses endogenous natural ligands (fatty acids [28,80-82], eicosanoids [31,83-85], phospho-
lipids [75,86], fatty-acid amide [87] and endocannabinoid-like molecules [77], and exogenous natural
ligands [30,88] (polyphenol flavonoids, isoflavonoids, monoterpenes, sesquiterpenes, diterpenes,
triterpenes and steroids, carotenoids, coumarins, ligans, and tannins). The synthetic ligands type in-
cludes various classes of synthetic agonists [28,31,62,67,69,88-91] with various activation and binding
modes (single [88,92], dual [28,91,93,94] and pan agonists [28,92]), and synthetic antagonists [89,90,95].
Abbreviations: 8-HEPE: 8-hydroxyeicosapentaenoic acid, 12-HETE: 12-hydroxyeicosatetraenoic acid,
8S-HETE: 8 (S)-hydroxyeicosatetraenoic acids, 16:0/18:1-GPC: phosphatidylcholine(1-palmitoyl-2-
oleoyl-sn-glycerol-3-phosphocholine), EPA: eicosapentaenoic acid (20:5), ETYA: eicosatetraynoic
acid, HEX: hexadecanamide, HMB: 3-hydroxy-(2,2)-dimethyl butyrate, OCT:9-octadecenamide, OEA:
oleoyl-ethanolamide, OxPAPC: oxidized 1-palmitoyl-2-arachidonoyl-sn-glycero-3-phosphocholine,
PEA: palmitoyl-ethanolamine.
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Numerous findings provide evidence that natural ligands exhibit different binding
affinities, which subsequently impact PPARa activation potency. Previous reports showed
that omega-3 eicosapentaenoic acid (20:5, w3) and, to a lesser extent, docosahexaenoic acid
(22:6, w3), are potent ligands [96,97] and consistent activators of PPARa [98-100], while
omega-3 PUFA like linolenic acid (C18:3, w3) and docosapentaenoic (22:5, w3) acids, and
omega-6 PUFA such as linoleic (C18:2, w6) and arachidonic (C20:4, w6) acids are weaker
PPARa activators [74,99,100]. In addition, experiments performed by Ellinghaus et al.and
Zomer et al. [101,102] revealed that phytanic acid (3,7,11,15-tertamethylhexadecanoic acid)
is a strong natural physiological ligand for PPARa. These assumptions were then followed by
reports from Hostetler et al. [103], showing that PPARa binds the fatty acyl- CoAs (3-20 nM
Kds) and branched-chain fatty acyl-CoA (BCFA-CoAs, phytanoyl-CoA, pristanoyl-CoA; Kds
near 11 nM) with the highest affinities (i.e.,, Kd at nM range).

Natural PPARa ligands description studies, using full-length- or chimeric LBD-
PPARa constructs, revealed the ability of many saturated and unsaturated fatty acids
to activate target gene expression through PPARa modulation. Several PPARa-responsive
genes are involved in fatty acid oxidation: (i) mitochondrial B-oxidation pathway (i.e.,
carnitine palmitoyltransferase 1A) [104]; (ii) microsomal w-hydroxylation (i.e., CYP4A1-
subclass of cytochrome P450 enzymes); and (iii) peroxisomal B-oxidation pathway (i.e.,
ACOX1; enoyl-CoA hydratase/3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase [105], 3-ketoacyl-CoA
Thiolase and SCPx) [7,106,107].

The abovementioned results were recently supported by Chen etal. [108], reporting
that feeding animals a diet high in rapeseed oil (rich in erucic acid, a very-long-chain fatty
acid) leads to PPARa activation with an adaptive elevation in peroxisomal B-oxidation
capacity, which suggested that erucic acid might act as a potential ligand for PPARa. In line
with prior communicated data, Maheshwari et al. [109] reported that treating rat Fao cells
with a fungal lipid extract rich in monomethyl BCFAs (Conidiobolus heterosporous) increases
mRNA levels of the PPARa target genes Acox1, Cyp4al, CptlA, and Slc22A5, strongly
suggesting that BCFAs are similarly potent PPARa activators [109]. Taken together, these
relevant results from our laboratory and from others all affirm that the peroxisomal B-
oxidation substrates are potent PPARa ligands that modulate the expression of a battery of
lipid-metabolizing enzymes to maintain lipid homeostasis and to alleviate the toxic effect
of VLCFA and BCFA overload [57].

1.1. PPARa Synthetic Ligands

In the same way, PPARa binds to synthetic ligands termed PPARa activators. Inter-
estingly, PPARa-activators exhibit structural features like a carboxylic acid head and a hy-
drophobic tail, connected via an aliphatic chain and a central aromatic ring [101]. This group
of compounds includes various insecticides (2,4-dichlorophenoxyacetic acid); herbicides
(phenoxyacetate derivatives) [110]; surfactants (perfluorooctanoic acid-PFOA); organic
chlorinated hydrocarbons solvents such as perchloroethylene and trichloroethylene [111];
food flavors [112]; leukotriene D4 receptor antagonists [113]; phthalate plasticizers, such
as di-(2-ethylhexyl)-phthalate and di-(2-ethylhexyl) adipate [114]; and amphipathic car-
boxylic acids [98]. The latter form the hypolipidemic fibrate class of drugs, acknowledged
as the archetypal PPARa agonists, including clofibrates [88,89]; pemafibrates [67,69]; fenofi-
brates [67], and ciprofibrates [115]. It is notable that certain synthetic ligands are designed
to act as dual agonists, like muraglitazar [93], that target both PPARa and PPARy isotypes;
others act as pan-agonists that activate all PPAR receptors like bezafibrates [92]; or as
a PPARa partial agonist such as GW9662 [69], known as a PPARy-selective antagonist (Figure
5). Interestingly, GW9662 displays dual effects by acting as agonist and antagonist against
PPARa and also has the ability to enhance agonistic activities of certain less potent fibrates
[69], whereas PPARa antagonists like GW6471 [89], MK886 [90], and NXT629 [95] represent
the rare range of synthetic ligands that prevent other molecules from binding to this nuclear
receptor.
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To date, various synthetic single, dual and pan agonists, respectively, are in clinical
use as medications to treat dyslipidemia, hyperglycemia in patients with Type 2 diabetes
mellitus, hypertriglyceridemia, and cardiovascular disease [28,72,91]. Indeed, potent
synthetic ligands could elicit both desirable and undesirable side effects. Studies conducted
by Preiss et al. [116] proved that the chronic administration of peroxisome proliferators to
rodents causes hepatocellular carcinoma, and it may also increase the risk of gallstones and
cause anemia and leukopenia [117]. Much of what we know about PPARa-ligands comes
from a collective knowledge primarily derived from rodent studies, via the treatment
of mice or rats with synthetic PPARa peroxisome proliferators or by using PPARa null
mice [98]. It has been reported that human and mouse PPARa have different binding
affinities and physiological effects [118] and are diversely activated by specific ligands,
including phthalates and fibrates [119]. Nevertheless, these differences are negligible and do
not call into question the tenet of the ultimate role that PPARa plays as a general lipid
sensor in both species [98].

To date, tremendous efforts are in progress to develop new, highly PPARa-specific
ligands with different activation and binding modes that could more selectively activate
PPARa-RXRa transcriptional complex assembly, with tissue-selective and gene-selective
activities, to reduce unwanted side effects and assure reasonable safety. In parallel, the
“micronutrients” found in food that activate PPAR receptors are gaining increasing interest,
as nutritional therapy becomes an unstoppable trend for treating lipid disorders [79].

1. PPARa and Coregulators

The identification of PPAR in the 1990s heralded a new era of biotic and xenobiotic
sensing by the liver [4]. The PPAR subfamily of nuclear receptors functions as sensors for
fatty acids and fatty acid derivatives and controls critical metabolic pathways involved in
lipid and energy metabolism [120,121] and catabolism [122-125]. The transcriptional
activation of genes is a complex process that involves the participation of many transcrip-
tion factors [126]. While the nuclear receptors (NRs) mediated gene-regulation provide
the backbone for the transcription factor-specific gene regulation, coregulators provide the
much-needed tissue-, cell-, and species-specific differences in the peroxisome proliferator-
induced pleiotropic responses of PPARa [127,128]. However, we would like to focus this
review section on the role of PPARa and its associated proteins in regulating peroxisomal
beta-oxidation genes/pathways. Coregulators are proteins that bind to the nuclear receptor
by a specific domain LXXLL, a hallmark for all coregulators [129]. Most coregulators have
more than one LXXLL domain and are essential for protein-protein interactions between
the nuclear receptor and the coregulator [130] (Figure 6). Moreover, each LXXLL could
function in a specific nuclear interaction, suggesting that the coregulators are shared
between different NRs.

Coregulators can be broadly classified into subgroups, such as essential vs. non-
essential, repressors vs. activators, and DNA binding region (DBD) vs. ligand binding-
region (LBD) interacting coregulators [127]. Essential coregulators are proteins deemed
critical for the survival of the offspring, and their absence results in embryonic lethal- ity:
cAMP-response element-binding protein (CBP); PPAR-interacting protein/activating
signal cointegrator 2 (PRIP/ASC2); PPAR-binding protein/mediator complex subunit
1 (PBP/Med1); mediator complex subunit 25 (Med25) [131-133]. Non-essential coreg-
ulators are proteins with such critical functional responsibilities that they are usually
represented by more than one isoform—steroid receptor coactivators (SRCs) [131,132,134],
Asp-Glu-Ala-Asp (DEAD)-box helicases [135-137], sirtuins (SIRT) [96,97], PPARy coactiva-
tors (PGCs) [138-141]—and the loss of one isoform is compensated by others. Repressors
that bind to the nuclear receptor PPARa in the absence of/or independent of ligands pre-
vent it from binding to the peroxisomal proliferator response elements (PPRE) of the target
genes as nuclear corepressor (NCoR) and silencing mediator of retinoic acid and thyroid
hormone (SMRT) [96] (Figure 7A). This group of proteins usually bind to the AF-1 domain
of the DNA binding region of the receptor. The ligand-independent coregulators (heat-
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shock protein-70) could also prevent the PPARa from proteolytic degradation in the cytosol
before PPARa could translocate to the nucleus in the activated state [131] and, typically,
these proteins bind to the hinge region of the nuclear receptor that interconnects the DNA
binding region to the ligand-binding region of the receptor [127]. The activators, on the
other hand, could help PPARa zero in onto the specific PPREs of the target genomic region,
help attach it to the PPREs with the assistance of nucleosomal-specific functions such as
histone methylases (SRC proteins) [142], histone acetyltransferases (CBP/p300) [143,144],
DNA-helicases [145], PRIC285 [124], and PRIC320 [146]. The activators would also function
by stabilizing the transcriptional complex (PRIP/ASC2 [147]) and potentiate the recruit-
ment of RNA-polymerase complex proteins to the transitional complex (mediator complex,
PBP [148,149] (Figure 7B). Additionally, the activators would consist of proteins responsible
for separating the transcribed mRNA from the genomic region (protein-L-isoaspartate
(D-aspartate) O-methyltransferase (PIMT) [147]. These proteins activate the AF-2 domain of
the nuclear receptor and enhance transcription by linking the liganded nuclear re- ceptor
to the basal transcription machinery. We have identified almost all these groups of
coregulators using either a direct protein—protein interaction assay, such as a yeast two-
hybrid assay [150], GST-pull downs [124], and ligand affinity chromatography [141]to
identify the PPARa-interacting proteins and a functional transcriptional activation
complex [131]. PPARs, like other nuclear receptors, interact with coactivators such as
SRC-1 (steroid receptor coactivator-1) or corepressors such as NCoR and SMRT. PPARa-
interacting coactivators and corepressors augment or repress, respectively, the PPARa
transactivation activity. Since the cloning of SRC-1 twenty-five years ago, over 300 coactiva-
tors/coregulators have been identified, with new members still being added to this expand-
ing spectrum. PPARa is known to interact with some of these coregulators [151]. These in-
clude CBP/p300-dependent binding complex [152], members of the SRC/p160 superfamily,
members of PBP/MED1 complex (PBP/TRAP220/DRIP205/MED1 [133,149,153], members
of PRIP/NCoA6 (ASC2/RAP250/TRBP/NRC), members of PRIC complex PRIC285 [124],
PRIC295 [141], PRIC320 [146], PPAR gamma-binding proteins, PGC-1a [147,154], and
PGC-1B [155,156], as well as coactivator-associated proteins PIMT [131] (NCoA6IP) and
coactivator-associated arginine methyltransferase 1 (CARM-1) [157,158]. The PPARa-
interacting coregulator (PRIC) complex isolated from rat liver nuclear extracts reveals
many coregulators, presumably forming one mega-complex. An almost similar complex
was isolated with ciprofibrate as the ligand in affinity chromatography. This diversity
raises several issues about the evolutionary importance of the versatility and complexity of
coregulatory molecules, their relative abundance in various cell types, and their affinity for
a given nuclear receptor in orchestrating transcription in gene-, cell-, and developmental
stage-specific transcription. In the absence of a specific ligand, PPARa interacts with the
corepressors NCoR and SMRT, but the importance of PPARa action is not well documented,
as endogenous ligands could potentially activate PPARa [159]. The homozygous deletion
of NCoR or SMRT in mice is embryonically lethal, indicating that they cannot fully com-
pensate for each other during development [160-162]. Furthermore, another corepressor,
the receptor-interacting protein 140 (RIP140), which can interact with PPARa, is known to
repress the activity of NRs by competing with coactivators and by recruiting downstream
effectors such as histone deacetylases (HDACs) [163]. Interestingly, the phenotype of
RIP140 knockout mice suggests a role for this corepressor in PPARa signaling, as these
mice exhibit resistance to high-fat diet-induced obesity, resulting from the upregulation of
genes involved in energy dissipation [163]. Interestingly, hepatic sirtuin 1 (SIRT1) regulates
lipid homeostasis by positively regulating PPARa [164,165]. On the other hand, SIRT1
interacts with PPARy and is regulated by PPARYy in a negative feedback mechanism [166].
SIRT6 binds NCOA2, a PPARa coactivator and part of the SRC family of coactivators;
the binding results in the decrease of the acetylation of SRC2/NCOA2 K780 in the liver,
thus, interaction with SIRT6 mediates the activation of PPARa and thus the inhibitionof
SREBP-dependent cholesterol and triglyceride synthesis [167]. The ligand binding to a
nuclear receptor triggers a molecular switch that releases corepressors and begins the
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recruitment of coactivator complexes, such as members of the CBP/p300 family, which
exhibit the histone acetyltransferase activity required to facilitate chromatin remodeling. The
subsequent recruitment of other coregulators, either singly or as preassembled multi-
subunit protein complexes, including mediator complex and RNA polymerase machinery,
is facilitated by the interaction of the general basal transcription machinery to enhance the
transcription of a specific set of genes [97,168]. As discussed previously, coregulators con-
tain an LXXLL motif that forms two turns of the a-helix and binds to a hydrophobic cleft on
the surface of the nuclear receptor. The identification and characterization of coregulators
have been derived mostly from in vitro experiments, but there is a paucity of information
about individual coactivators in vivo cell- and gene-specific functional roles [131].
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Figure 6. Scheme of heterodimer PPARa/RXRa, located on a PPRE DNA region. The graphic
displays two parts: part (A), the silent state, and part (B), the active state. Part (A). In the absence
of the ligand, PPARa interacts with transcriptional corepressors (NCoR, SMRT, NRTR-P-1) by
recognizing the AF2 region. The same process is at the RXR, where AF2 interacts with RIP140
as RXRa corepressor [169]. Due to the chromatin condensed state, the heterodimer cannot bind the
PPRE properly. Part (B). In the presence of a PPARa ligand, either a long-chain or very-long-chain
polyunsaturated fatty acid, leukotriene LTB4, fibrate or other chemicals [170], and a 9-cis retinoic
acid as RXRa ligand, an exchange corepressor/coactivator is made by NCoEX, which suppresses
the repressive of corepressor state by ubiquitinylation-inducing degradation by the proteasome
system. The fixation of a ligand induces an allosteric LBD conformational change of AF2, allowing
the recruitment of coactivators, either NCoR1, p300/CBP, or SRC1 for PPARq, and p120 and NCoPR
for RXRa [171]. The CBP-dependent HAT activity induces the remodeling of chromatin and allows
the PPARa/RXRa heterodimer to bind to PPRE correctly, then activates the Pol II transcription
complex and triggers the transcription of lipid metabolism-encoding genes. Some post-translational
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modifications of PPARa regulate its activity [172,173]. For instance, phosphorylation stimulates
PPARa transcriptional activity [174]. The HNF4a transcription factor recognizes a similar response el-
ement as the PPRE and interplay with PPARa [175]. A comparable mechanism has been reported with
the Coup-TF transcription factor. While several works consider PGC-1a [176] as an important coregu-
lator of PPARa, it seems to be more specific for PPAR y. The 15(S)-HETE, 15-hydroxyicosatetraenoic
acid, family of arachidonic acid metabolites; 9-cisRA, retinoic acid cis conformation in carbon 9; AF1,
activating domain 1; AF2, activating domain 2; CBP, CREBP binding protein; CoPRs, COPR1 and
COPR?2 as corepressors of PPAR and RXR, respectively; COUP-TF, chicken ovalbumin upstream
promoter transcription factor; CTBP-2, C-terminal binding protein-2; DBD, DNA binding domain;
HAT, histone acetyl-transferase; HD, hinge domain; HNF-4q, hepatic nuclear factor 4 a; HDAC,
histone de-acetyl transferase; LBD, ligand binding domain; LTB4, leukotrien B4; MBP, mono butyl
phthalate; MEHP, mono ethyl hexyl phthalate; NCoA1, nuclear receptor coactivator 1; NCoEX,
nuclear receptor corepressor Excit; NCoR1, nuclear receptor corepressor 1; NRTP-1, nuclear repressor
transcription factor; p120, protein 120 kDa; p300, protein 300 kDa; Pol I, RNA polymerase class II;
PGC-1aPPAR y co-activator-1a; PPRE, peroxisome proliferator response element; PRIP/RAP250,
PPAR interacting-protein methyl transferase; PUFA (LC &VLC), polyunsaturated fatty acids (long-
chain or very-long-chain); RIP140 receptor interacting protein corepressor; SMRT, silencing mediator
of retinoid and thyroid receptors; SRC1, steroid receptor coactivator-1.
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Figure 7. Interaction of PPARa-RXRa heterodimer with corepressor complex (A) or coactivator
complex (B). (A) The corepressor complex, including Sin 3, NCoR/SMRT, and HDAC proteins, is re-
cruited to an unliganded PPARa-RXRa heterodimer, so there is no transcription of the PPARa-target
genes. (B) in the presence of PPARa-ligand, the PPARa-RXRa heterodimer exhibits a conformational
change, leading to the dissociation of the corepressor complex, the recruitment of coactivator pro- teins,
and the binding of PPARa to the peroxisome proliferator response element (PPRE). Different
subcomplex modules participate in chromatin remodeling, through the acetylation (SRCs, p300) and
the methylation (CARM1) of nucleosomes. Mediator components interact with PPARa and promote the
recruitment of the basal transcription factors (TFs) to establish a connection with the RNA
polymerase II to transcription of PPARa-target genes.
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1. Metabolic Regulation of the Peroxisomal p-Oxidation Pathways

The regulation of the peroxisomal pathways is mainly associated with the cellular
increase of the peroxisome population, which is highly promoted by several diverse natural
and synthetic compounds nominated as peroxisome proliferators (PPs). Such compounds
raise a peroxisome number quantitatively, mainly in hepatic parenchymal cells, and pro-
voke delayed pleiotropic responses, including the development of hepatocarcinoma in rats
and mice [8,131]. Based on several pieces of experimental evidence, earlier reports from
Reddy’s group proposed a receptor-mediated mechanism to explain the phenomenon of
hepatic peroxisome proliferation. Accordingly, the induction of peroxisomal B-oxidation is
a consequence of ligand hepatic overload, leading to lipid metabolism dysregulation, ac-
companied by an augmentation in the extrahepatic lipolysis and a substantial hepatic influx
of free fatty acids [96]. Furthermore, the unique pleiotropic responses raised by structurally
unrelated peroxisome proliferators in hepatocytes drive a synchronized transcriptional
activation of the peroxisomal B-oxidation genes [13,96,131].

Lazarow and De Duve [7] demonstrated previously that clofibrate administration in
rat liver strikingly enhances the peroxisomal B-oxidation activity. A similar observation
was reported by Hashimoto and coworkers [177], showing that feeding a diet containing
a phthalate ester plasticizer di-(2-ethylhexyl)phthalate, a PPARa activator, leads to a 20-
fold increase in the expression of peroxisomal B-oxidation enzymes in rat liver. In
addition, a previous study reported that synthetic ligands such as WY-14643 exhibited a
high affinity to PPARq, compared to the natural endogenous ligand (16:0/18:1-GPC) in
the induction of fatty acid B-oxidation [75]. Moreover, Rogue et al. [93] showed that Acox1
and Cpt1A genes in oleic-acid-overloaded HepaRG cells were significantly upregulated
from 1 day, and remained at high levels after 14 days, upon treatment with the dual agonist
muraglitazar, which stimulates the fatty acid B-oxidation pathway. These results are in
close concordance with previous experiments conducted by Lee etal. [126], showing that
after feeding hypolipidemic agents to mice lacking PPARa expression, the mutant animals
accumulated lipid droplets in their tissues, which strongly supports the idea that PPARa
activators promote the transcription of genes involved in the lipid catabolism process.

Structurally, PPs molecules may be chemically unrelated, including hypolipidemic
drugs, such as clofibrate, ciprofibrate, gemfibrozil, and Wy-14,643, as well as some nutri-
tional conditions, especially high-fat diet or vitamin E-deficient diet and leukotriene D4
receptor antagonists. In addition, several herbicides, such as 2,4-dicholophenoxyacetic
acid or 4-chloro-2-methylphenoxyacetic acid [8,178] and certain phthalate ester plasticizers,
induce a similar liver peroxisome proliferation as do prototypic fibrate derivatives. In
addition, the administration to rodents of a C19-steroid, dehydroepiendrosterone, pro-
motes peroxisomal fatty acid B-oxidation and peroxisome proliferation [179]. Though the
response to PPs has been demonstrated in several tissues from PPs-treated rodents,the
hepatic responsiveness is by far the most powerful, accounting for a 10- to 20-fold
induction of peroxisomal fatty acid B-oxidation activities, accompanied by a proliferation
of peroxisomes and strong hepatomegaly pathogenesis [8,131].

The description of PPARa-target genes shows that this nuclear hormone receptor largely
governs those genes involved in hepatic and cardiac muscle transport, oxida- tion, and
the degradation of lipids. Transcriptionally, PPARa activates several genes, including the
lipoprotein lipase gene permitting the release of fatty acids from lipoprotein particles [180],
genes encoding fatty acid translocase CD36, and fatty acid-binding protein- facilitating fatty
acids capture and transport them through the plasma membrane [8,180]. The acyl-CoA
synthetase, activating fatty acids to acyl-CoAs, is another gene-target of PPARa [96,98].
Regarding the genes encoding peroxisomal B-oxidation enzymes, the induction of the
peroxisomal fatty acyl-CoA ABC transporter D2 (ALDRP) by PPs was shown to be partially
PPARa-dependent in mice hepatocytes [179]; however, the regulation of, e.g., ACOX1, L-PBE
and ThB, are entirely reliant on PPARa [8,98,181]. Nevertheless, the regulation of genes
implicated in the mitochondrial fatty acid B- oxidation, including the carnitine
palmitoyltransferase-1 and the medium chain-acyl-CoA dehydrogenase, is also
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coordinated by PPARa [98,182,183]. Thus, PPARa arises as a master regulator controlling the
hepatic metabolism of free fatty acids. The development of PPARa null mice evidenced the
crucial role played by PPARa in the concerted regulation of peroxisome proliferation and
expression of its target genes involved in both B- and w-fatty acid oxidations [181]. By
contrast to Ppara”/- mice, which exhibit mild hepatic steatosis, Acox1 null mice develop strong
hepatic steatosis, showing a hepatic peroxisome proliferation and the sustained
activation of PPARa and expression of its target genes [147,184]. Thus, paradoxically, the
defect in ACOX1 activity leads to the hepatic accumulation of ACOX1 substrates, of which
some have been shown [147] as efficient endogenous PPARa ligands, mediating the sustained
activation of PPARa. On the other hand, the strong PPARa activation of fatty acid B-
oxidation genes increases hepatic dicarboxylic acid production and accumulation.Thus, in
the absence of ACOX1 activity, these dicarboxylic acids are still unmetabolized and act as firm
inhibitors of mitochondrial fatty acid B-oxidation [185]. Moreover, the Ppara™-, Acox1*/
double-knockout mice exhibit a few periportal clusters of steatotic hepatocytes,and (re-
Jexpression of human ACOX1 in mice liver results in a substantial reduction in both
PPARa activation and hepatic steatosis [8,180]. Peroxisomal fatty acid B-oxidation is induced
by starvation in a PPARa-dependent manner, as validated by its impairment in PPARa
null mice [8,180]. Accordingly, the deacetylase sirtuin-1 is dispensable to PPARa-inducing
peroxisomal fatty acid B-oxidation and needs SIRT1-PPARa interaction, and the deletion
of hepatic SIRT1 negatively impacts PPARa signaling [165]. The MAP kinase kinase
kinase TGFB-activated kinase 1 (TAK1) acts upstream to PPARa, and its deletion also
impaired the PPARa-dependent induction of peroxisomal fatty acid B-oxidation [186]. PPARa
signaling has also been shown to involve the AMPK-SIRT1-PGC-1a axis via the adiponectin
receptors [187] (Figure 8). These results strongly highlight the detrimental role of the
peroxisomal B-oxidation pathway in the sensing of PPARa activity.

Several peroxisomal B-oxidation substrates display a substantial role as PPARa mod-
ulators. It is believed that the activities of (inducible and non-inducible) peroxisomal
fatty acid B-oxidation systems are modulated by PPARa [108]. Moreover, several findings
provide significant evidence that VLCFA and BCFA, which are considered potentially toxic
fatty acids, are potent inducers of PPARa that enhance the transcription of peroxisomal
enzymes mediating fatty acid B-oxidation [57,188].

Interestingly, Oleoylethanolamide, a naturally occurring lipid regulating satiety and
body weight, exhibited a high-affinity binding to PPARa and the activation of its lipid-
metabolizing target genes [189]. Nonetheless, we should consider that most fatty acids are
subject to elongation, desaturation, esterification, and B-oxidation, which could modify the
availability of PPARa ligands. Accordingly, very-long-chain saturated and unsaturated
fatty acids are exclusively metabolized by peroxisomal B-oxidation, which participates in
their degradation, synthesis, or retro conversion. One defect in this pathway is associated
with the accumulation of VLCFAs and a deficit in certain PUFAs’ synthesis, such as DHA.
Interestingly, a mouse deficiency of ACOX1, the rate-limiting enzyme in the peroxisomal
B-oxidation, leads to the sustained activation of hepatic PPARa and the induction of its
target genes [190]. The role of ACOX1 in PPARa lipid sensing was highlighted by Acox1”;
ob/ob double knockout mice. Thus, the sustained activation of PPARa when linked to the
absence of ACOX1 activity attenuates the metabolic consequences of leptin deficiency, due
to the ob/ob genotype, showing less obesity with the recovery of glucose homeostasis and
alleviating insulin resistance [131,147]. Collectively, accumulated data underline the key
role of peroxisomal B-oxidation in sensing PPARa-dependent lipid and energy metabolism.
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Figure 8. PPARa-dependent regulation of peroxisomal fatty acid b-oxidation in rat liver through adiponectin signaling.
Adiponectin: a hormone produced by adipose tissue that plays a role in lipid and glucose metabolism regulation; AdipoR,
adiponectin receptor; APPL1, an adaptor protein containing a PH domain, PTB domain, and leucine zipper motif 1, plays a
central role as the main contributing factor in the adiponectin and insulin signaling; AMPK, AMP kinase; PGC1- o, PPAR
y coactivatorla; PPRE, peroxisome proliferator-activated receptor; RNA Pol I, RNA-polymerase II; ACOX1, acyl-CoA
oxidase 1; MFP2, multifunctional protein 2; thiolase B, 3-ketoacyl-CoA thiolase B; VLCFA, very-long-chain fatty acid.

1. PPARa Expression in Species and Tissue Distribution
1.1. PPARa Expression in Different Species

PPAR is ubiquitous among animal species, i.e, worms [191], insects, fish, frogs [192],
reptiles, mammals, including hamsters [193], and humans. A PPARab subtype was detected
in zebrafish. This PPARab mutant shows lower expression in liver and visceral mass, which
were associated with lipid accumulation [194]. In a jerboa (Jaculus orientalis) liver, both
active wild-type PPARa (PPARal wt) and a truncated PPARa 2 forms were expressed.
The availability of active PPARal wt is differentially regulated during fasting-associated
hibernation [195].

1.2. PPARa Tissue Distribution

PPARa tissue expression is also ubiquitous, although on a different level. PPARa is
mainly expressed in tissues with high rates of fatty acid catabolism, i.e., those involved in
digestive function (liver, stomach, enterocytes) and muscular activity (heart, skeletal muscle,
kidney at proximal tubules). In the nervous system, the expression is moderated (low in
retinal, or lacking expression in the central nervous system). Low expression is found in the
pancreas and adipose tissue [196], while in the brain, PPARa is found at the highest levels
in neurons, followed by astrocytes, and is weakly expressed in microglia [62,197]—more
likely, to upregulate the expression of several synaptic related genes coding proteins engaged
in excitatory neurotransmission and the neuroprotective mechanism [198-200]. Inthe
immune system, PPARa expression is detected in the spleen, monocytes/macrophages,
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and neutrophils [201]. In addition, expression is seen in reproductive organs and the
epidermis. PPARa is also associated with tumorigenesis in colorectal carcinoma [202].
Concerning the expression in developmental tissue in rats, Ppara transcripts are detectable
in mouse embryo at 13.5 gestation days, to reach the maximum level at birth [203].

1.1. Lessons from Ppara Knockout

This part of the manuscript provides recent findings from the last five years related to
Ppara knockout animals, with the intent of disentangling the PPARa’s various biological
functions in health and disease and to evaluate its engagement in fatty acid catabolism
and clearance in liver and heart tissues, where PPARa and FAO are both abundant. A
growing body of evidence indicates that PPARa is a crucial regulator of systemic lipid
metabolism. PPARa deficiency is considered to be a prime factor that either causes or
exacerbates fatty acid metabolism impairment, which leads inevitably to the development
of numerous metabolic diseases, to name but a few—obesity [204,205], type 2 diabetes
mellitus, insulin resistance, dyslipidemia, myocardial infarction, hepatic steatosis without
ethanol consumption, termed non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD), which includes
severe phenotypes such as non-alcoholic steatohepatitis (NASH), liver fibrosis, and hep-
atocellular carcinoma [206-210]. Therefore, many investigations were conducted using
mainly PPARa knockout mouse models, because of the relative equivalent expression of
Ppara mRNA between mice and humans in different tissues [98]. Knockout animal models are
generated either with the global (Ppara”/-) or hepatocyte-specific abrogation of the Ppara
gene, such as Ppara'®”- (reviewed by Wang et al. [181]). The goal was to identify the
pathophysiological mechanisms underlying the abnormal phenotypes associated with PPARa
dysfunction and to assess the distinct contribution of hepatic and extrahepatic PPARa to
global energy and immune system homeostasis in vivo.

1.2. Lessons from Ppara-KO in the Liver

Hepatic PPARa activation occurs during suckling [211], with a high-fat diet, and
during fasting [212-214], boosting fatty acid oxidation (FAO), which participates in the
restoration of energy homeostasis and provides energy supply for the extrahepatic tissues.
For that reason, most of the studies were focused on hepatic PPARa. Furthermore, hepatic
PPARa can protect the liver against fasting/high-fat diet-induced steatosis, by transacti-
vating the genes required for fatty acid catabolism and repressing several inflammatory
genes. Thus, during the fasting process, metabolic substrates stored in white adipose
tissue are released into the circulation and captured by the liver. Subsequently, this in-
creases B-oxidation and ketogenesis to maintain the energy balance [212]. It was observed
that fasted Ppara’/' and PpamHgP'/' mice developed hypoketonemia, hypoglycemia, and
hypothermia with decreased serum triglycerides. Additionally, the ectopic accumulation of
medium-chain fatty acids and long-chain fatty acids in the liver manifests as an increase of
hepatic fat mass, termed steatosis, with pronounced oxidative stress and lipid peroxidation
compared to wild-type mouse liver. These effects result from the altered mitochondrial
and peroxisomal fatty acid B-oxidation pathways in the liver [212,214,215]. Furthermore,
mice in which Ppara was deleted uniquely in hepatocytes could not modulate bone marrow
monocyte egress upon fasting [216], suggesting that PPARa contributes to the regulation
of monocyte homeostasis during fasting.

Regarding high-fat diet (HFD)-induced obesity, mice with the hepatocyte-specific
deletion of Ppara develop steatosis and inflammation [217]. These observations corroborate
previous results communicated by Stec and al. [205], showing that PpamHeV’/' mice on
HFD had worsened hepatic inflammation associated with steatosis, and exhibited high
levels of LDL, which is considered an emerging risk factor for cardiovascular disease in
NAFLD. PPARa could also protect against obesity. In ob/ob obese mice, the absence of
PPARa resulted in increased obesity and led to severe hepatic steatosis [184]. Interestingly,
mice lacking only hepatocyte-PPARa developed steatosis spontaneously but without
obesity in aging [212,214]. Indeed, extrahepatic PPARa activity blunts and compensates
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when hepatic PPARa is disrupted, by elevating FAO and lipase activity in other tissues
to increase and utilize excess lipid, thus maintaining lipid homeostasis [215]. Likewise,the
transcriptome, lipidome, and metabolome results communicated by Régnier et al. and
Batatinha et al. [217,218] demonstrate the significant contribution of extrahepatic PPARa
activity to the metabolic homeostasis response to HFD consumption. By using double-
knockout mice, Ppara”/Cyp2a57", Chen etal. [108,206] together indicate that PPARa interacts
with CYP2a5 (cytochrome P450 2A5) an antioxidant enzyme to protect against steatosis.
Fibroblast growth factor 21 (FGF21) acts as a downstream molecule of the PPARa signaling
pathway to regulate the liver lipid metabolism and contribute to the CYP2a5 protective effects
on alcoholic fatty liver disease [206]. In an experiment conducted by Brocker et al. [219], it
was observed that treatment with WY-14643, a PPARa agonist, caused weight loss and severe
hepatomegaly in WT and PparaAM”C mice but not in Ppara'®”- and Ppara’~ mice, suggesting
that cell proliferation is mediated exclusively by PPARa activation in hepatocytes in response
to WY-14643 agonist treatment.

Pparab is one of the two Ppara paralogs, highly expressed in zebrafish tissues with high
oxidative activity. Li and coworkers generated Pparab-knockout in the zebrafish model [194].
Pparab-null zebrafish demonstrated a lower expression of critical enzymes involved in
FAO, and lower mitochondrial and peroxisomal FAO in the liver and muscle, associated
with lipid accumulation in the liver. Furthermore, PPARab deficiency increases glucose
oxidation, protein synthesis, and reduced amino acid breakdown, while in rodents, the loss
of PPARa increases amino acid breakdown [194].

1.1. Lessons from Ppara-KO in the Heart

PPARa is a crucial regulator of substrate utilization in the heart. Fatty acids are a pri-
mary energy source for the heart, and fatty acid B-oxidation provides almost 70% of cardiac
ATP; the remainder is obtained primarily from glycolysis and lactate oxidation [220]. Thus,
Ppara KO mice, in response to chronic pressure overload, exhibit enhanced cardiac dysfunc-
tion. In contrast, mild PPARa activation in mice showed a positive effect on myocardial
energetic functions, especially during progressive and pressure-overloaded heart fail-
ure, revealing the virtue of PPARa-associated FAO modulation as a promising therapeutic
strategy for heart failure [221]. In addition, Ppara ablation exacerbated myocardial ischemia-
reperfusion injury in Ppara KO mice models subjected to cardiac ischemia-reperfusion,
and interestingly, after the treatment with PEA microparticles (PEA-um®®, 10 mg/Kg),
an endogenous PPARa ligand, only Ppara WT mice showed the cardioprotective effect of
PEA-um®®, but not in Ppara KO mice. Although PEA-um®® had a protective and beneficial
effect on inflammatory disorders associated with ischemic myocardial failure, it also nega-
tively regulates inflammation through PPARa activation by reducing the activation of the
nuclear factor-kB (NF-kB) pathway and production of pro-inflammatory cytokines [222].
Thus, PPARa could augment heart function and cardiac fatty acid oxidation, whereas in the
Ppara KO mouse model, a more severe sepsis phenotype is observed due to deteriorated
cardiac performance and fatty acid oxidation, associated with both a hyperinflammatory
cytokine storm as well as immune paralysis [223]. Furthermore, during sepsis, WT hearts
showed a decrease in PPARa and other FAO genes’ mRNA expression, and this reduction
was more dramatic in Ppara-null mouse hearts [223]. Taken together, PPARa expression
increased fatty acid oxidation and subsequently supported the hyperdynamic cardiac
response early during sepsis or pressure-overloaded heart failure, which may prevent
morbidity and mortality.

2. PPARa and Micronutrients

As reported above, PPARa is activated by different ligands of both natural and syn-
thetic origins, involved in several signaling and metabolic pathways. Some natural ligands are
issued from the lipid metabolism, such as PUFAs and their derivatives. Interestingly, mi-
cronutrients, such as minerals, vitamins, phytophenols, and phytosterols are non-energetic
compounds with essential signaling activity. Of particular interest, polyphenols, oil prod-
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ucts, and some terpenoids and alkaloids impact cell functions through the modulation of
PPARa activity.

1. Effect of Polyphenols, Known as Antioxidants and Anti-Aging Compounds
1.1. Resveratrol

Resveratrol, or 3,4,5-trihydroxystilbene, is a natural polyphenol present in large
amounts in Japanese knotweed (Polygonum cuspidatum) root. This phytoalexin is produced
by a wide variety of plants, some of which are edible for humans, such as grapes, blackber-
ries, blackcurrants, blueberries, and cranberries, to name but a few [224]. However, in the
last two decades, the effect of resveratrol on animal models related to several disorders,
such as autism spectrum disorder, mitochondrial myopathies, type 2 diabetic nephropathy,
or renal lipotoxicity has been increasingly reported.

The effect of resveratrol in the presence of quercetin has been studied on PPARa-
mediating uncoupling protein regulation in visceral white adipose tissue from metabolic
syndrome rats. Resveratrol treatment leads to a significantly increased expression of both
Ppara mRNA and protein levels [225]. Remarkably, resveratrol prevents renal lipotoxicity
in a high-fat diet-treated mouse model by regulating the PPARa pathway, enhancing the
expression of lipolytic genes, and raising the renal PPARa protein level and AMPK phos-
phorylation level [226]. Due to known dyslipidemia in autism spectrum disorders, PPARs
have been proposed as therapeutic targets of resveratrol. Furthermore, in autism, im-
paired mitochondrial fatty acid oxidation suggests the potential implications for regulating
mitochondrial oxidation flux by PPAR activators, especially resveratrol [227].

Numerous natural ligands, including polyphenolic compounds, control the expres-
sion of PPAR receptors [228]. They have several health-promoting properties, including
antioxidant, anti-inflammatory, and antineoplastic activities. Resveratrol is an active bio-
logical modulator of several signaling proteins, including PPARa. Resveratrol activates
the AMPK-SIRT1-PGC-1a axis and PPARa via the adiponectin receptors in the renal
cortex [187]. Adiponectin has multiple functions, including insulin sensitization and lipid
metabolism regulation. Similarly, in mitochondrial myopathy, resveratrol has beenshown
to potentially target many mitochondrial metabolic pathways comprising fatty acid B-
oxidation and oxidative phosphorylation, leading to the up-regulation of the energy
supply via AMPkinase-SIRT1-PGC-1a signaling pathways [229].

1.2. Quercetin

Quercetin (2-(3,4-dihydroxyphenyl)-3,5,7-trihydroxy-4H-chromen-4-one) is a flavonoid
polyphenol found in plants and a variety of other natural sources—red grape, onion, broccoli,
tomatoes and lettuce [224]. PPARa is significantly upregulated and enhances B-oxidation by
mulberry-leaf powder containing quercetin [230]. Quercetin-3-O-B-D-glucuronide (Q3GA)
ameliorates dyslipidemia in fatty livers by modulating the PPARa/sterol regulatory element-
binding protein-1c (SREBP-1c) signaling. Q3GA reduced lipogenesis through downregula-
tion of SREBP-1c and fatty acid synthase levels, and raised lipolysis and fatty acid oxidation
by increasing the expression of PPARq, carnitine palmitoyl-transferasel and medium-chain
acyl-coenzyme A dehydrogenase, both in vivo and in vitro [231].

1.3.  EGCG (Epigallocatechin-3-Gallate)

Epigallocatechin-3-gallate (EGCG) is catechin conjugated with gallic acid. It belongs
to the flavonol class and is found abundantly in green tea [232] and cocoa, which have the
highest content of catechins, followed by prune juice, broad bean pods, and argan oil [224].

EGCG and green tea polyphenol extract display crosstalk with PPARa. Reported
studies in cancer cells revealed that EGCG induced the expression level of PPARa protein
in a dose-dependent manner. Clofibrate, a PPARa agonist, blocks heme oxygenase-1 (HO-1)

induction and sensitizes cancer cells to EGCG-promoted cell death. Moreover, PPARa
interacts with the PPRE of the HO-1 promoter. The activation of PPARa sensitizes cancer
cells to epigallocatechin-3-gallate (EGCG) treatment by suppressing HO-1 expression [233].
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In rats, green tea polyphenols reduce the renal oxidative stress induced by a high-fat diet
through deacetylation of SIRT3 mediated by PPARa upregulation [234].

1.1. Curcumin

Curcumin (1,7-bis-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-hepta-1,6-diene-3,5-dione) belongs
to a chemical class of polyphenols that is extracted from the rhizomes of the turmeric plant
(Curcuma longa) [224]. Tetrahydro-curcumin improves oleic acid-induced hepatic steatosis
and ameliorates insulin resistance in HepG2 cells, likely through downregulation of the
expression of the lipogenic proteins, SREBP-1c and PPARy, and the stimulation of lipolysis by
upregulating PPARa and CPT-1a, which are involved in fatty acid B-oxidation [235].

1.2. Anthocyanins

Among berries, blueberries contain higher amounts of anthocyanins. These polyphe-
nols are known to exhibit hypolipidemic properties. Rimando et al. reported that both
anthocyanins and catechins do not activate PPARa, while pterostilbene revealed the dose-
dependent activation of PPARa in H4IIEC3 hepatocytes [236]. In addition, pterostilbene
showed a significant increase in Ppara gene expression, but at a lower extent than fenofi-
brate [236]. Although pterostilbene and resveratrol, as PPARa activators, are under the
threshold for effective concentrations in blueberry extract, hepatic mRNA Ppara expression
has increased in hamsters fed on a diet containing blueberry extract [236].

1.3. Coffee

Coffee consumption has been shown to upregulate mouse hepatic PPARa expression
and its target-gene Acox1, consequently leading to the induction of liver peroxisomal
fatty acid B-oxidation. Such FAO induction, with induced intestinal cholesterol efflux and
reduced lipid digestion, prevents the high-fat diet-induced fatty liver through the lipid-
sensing modulation of the gut-liver axis [237].

1.4. Edible Oil Products

The effect of polyphenols has been investigated in a rat model of bowel disease by
3 months diet supplementation with extra-virgin olive oil with a high or low phenolic content
[238]. The presence of polyphenols in olive oil significantly attenuates the intestinal
inflammation associated with hypocholesterolemia and the induction of PPAR-a gene
expression in the liver [238]. In a model of insulin resistance of rats fed a high-fat diet, the
administration of the major metabolite of oleuropein, hydroxytyrosol, increases the hepatic
mRNA levels of Ppara and its target genes, i.e., fibroblast growth factor 21 and carnitine
palmitoyltransferase 1la [239]. Similarly, mice receiving a high-fat diet develop hepatic
steatosis and inflammation, which were attenuated by hydroxytyrosol supplementation
through PPARa activation, Nrf2 (nuclear factor, erythroid 2 like 2) mediated-antioxidative
pathway, and by the downregulation of NF-kB-associated inflammation [240]. Used as food
supplementation, argan oil or olive oil was shown to restore the expression of genes involved
in liver mitochondrial and peroxisomal fatty acid B-oxidation and gluconeoge-nesis in the
mice sepsis model when injected with lipopolysaccharides. This preventive effect of argan oil
likely involves the hepatic upregulation of PPARa, PGC-10q, and the estrogen-related receptor
a [241].

Likewise, ginsenoside Rb3 micronutrients, derived from ginseng, or nuciferine, found
in Nelumbo nucifera leaves, was shown to activate the PPARa pathway by regulating energy
metabolism in cardiomyocytes [242], or hepatic steatosis diabetic streptozocin-induced
mice fed a high-fat diet [243], while bilobetin, a biflavonoid, modulates PPARa activity by
PKA-dependent phosphorylation. Finally, berberine, an alkaloid, binds PPARa LBD with a
hypolipidemic effect and a comparable affinity to fenofibrate [244].
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1. Conclusions and Future Directions

In all these tested situations, irrespective of the tissue, animal, or pathological condi-
tion, micronutrients appear to have an advantageous effect on Ppara expression and activity.
Furthermore, almost all these compounds are potent antioxidants and can activate signal- ing
pathways via PGC1-a and AMP kinase. Numerous natural products might modulate PPARq,
including terpenes, polyketides, phenylpropanoids, polyphenols, and alkaloids; for
instance, the linalool effect is ten times less compared to fenofibrate [88], demonstrating the
potential beneficial effects of dietary micro-components to modulate PPARa functions
desirably in a population with an ever-increasing high-fat diet consumption. The question
is the dietary relevance of these effects, since most of the data were obtained from in vitro
studies, and secondly, these micronutrients are often present at very low doses in the diet,
except for some polyphenols.

Despite tremendous signs of progress on the critical role of PPARa-dependent regula-
tion in lipid metabolism, the characterization of peroxisomal enzymes and transporters,
there are still gaps that need to be filled to fully define the exact role and regulation
of PPARa and peroxisomal fatty acid B-oxidation in the cellular homeostasis of lipid
metabolism. Particular attention needs to be focused on:

1. The shuttling of substrates and cofactors from and into peroxisome.

2. Whatis the exact role of peroxisomal B-oxidation in lipid metabolism and cell signaling?

3. How can peroxisome be a mediator and responder of metabolic and environmen-
tal stresses?

4.  What are the molecular events that are required at the metabolic level?

@ Does heterodimerization of PPAR/RXR control the regulation? Is it controlled by

coregulators?
(b) What is the nature of ligands?
(9 What is the nature of micronutrients? Are they natural agonists or antagonists

or their balance?
(d) Is PPARa the only nuclear receptor governing peroxisomal B-oxidation-
related genes?
(e) How do coregulators play in concert to fine-tune metabolically peroxisomal
B-oxidation pathway?
All these as yet unanswered questions deserve our complete focus in the near future.
There is an increasing demand from health institutions and pharmaceutical industries
for efficient drugs. PPARa binding pocket-ligand interactions are being increasingly
recognized as a source for therapeutic interventions. Bio structural analysis based on X-ray
crystallography and ligand structure pharmacophore modeling approaches afford new
biophysical and structural parameters that are important in designing and developing novel
potent and highly PPARa-specific ligands to preserve human health and safety. However,
the overall goal of increasing the peroxisomal fatty acid oxidation and B-oxidation safely,
without increasing the lipid peroxidation and free radical-based risk of non-genotoxic
carcinogenesis in the high-fat Western diet-fed population, is a challenge that is still
unmet and requires continuous exploration of avenues to activate PPARa dependent
pathways safely.

Author Contributions: Conceptualization, N.L., M.C.-M. Investigation: M.T.-]., P.A,, S.S., M.C.-M,,
N.L. Writing—original draft: M.T.-].,, P.A,, S.S., M.C.-M., N.L. Formal analysis: M.T.-]., P.A,, S.S,,
M.C.-M., N.L,, B.N. All authors have read and agreed to the published version of the manuscript.

Funding: This research was funded by the Ministére de I'Enseignement et de la Recherche and the
CNRST (Mounia Tahri-Joutey, PhD excellence grant number: 17UHP2019, Morocco) and by the Action
Intégrée of the Comité Mixte Inter-universitaire Franco-Marocain (n° TBK 19/92 n° Campus France:
41501R]) from the PHC Toubkal program, Ministere des Affaires Etrangéres.

Institutional Review Board Statement: Not applicable.

Data Availability Statement: Not applicable.

82



Acknowledgments: The authors would like to acknowledge networking support by the COST Action
CA 16,112 NutRedOx (Personalized Nutrition in aging society: redox control of major age-related
diseases), supported by COST (European Cooperation in Science and Technology). We thank Nathalie
Bancod for her helpful contribution in figure conception.

Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

References

1. Latruffe, N.; Vamecq, J. Evolutionary Aspects of Peroxisomes as Cell Organelles, and of Genes Encoding
Peroxisomal Proteins.
Biol. Cell 2000, 92, 389-395. [CrossRef]

2. Hess, R.; Staubli, W.; Riess, W. Nature of the Hepatomegalic Effect Produced by Ethyl-Chlorophenoxy-
Isobutyrate in the Rat.
Nature 1965, 208, 856—858. [CrossRef]

3. Lalwani, N.D.; Reddy, M.K.; Qureshi, S.A.; Sirtori, C.R.; Abiko, Y.; Reddy, J.K. Evaluation of Selected
Hypolipidemic Agents for the Induction of Peroxisomal Enzymes and Peroxisome Proliferation in the Rat Liver.
Hum. Toxicol. 1983, 2, 27—-48. [CrossRef][PubMed]

4. Issemann, |.; Green, S. Activation of a Member of the Steroid Hormone Receptor Superfamily by Peroxisome
Proliferators. Nature
1990, 347, 645-650. [CrossRef]

5. Zhou, T.; Yan, X.; Wang, G.; Liu, H.; Gan, X.; Zhang, T.; Wang, J.; Li, L. Evolutionary Pattern and Regulation
Analysis to SupportWhy Diversity Functions Existed within PPAR Gene Family Members. BioMed Res. Int. 2015,
2015, e613910. [CrossRef] [PubMed]

6. Wanders, R.J.; Waterham, H.R.; Ferdinandusse, S. Metabolic Interplay between Peroxisomes and Other
Subcellular Organellesincluding Mitochondria and the Endoplasmic Reticulum. Front. Cell Dev. Biol. 2015,

3, 83. [CrossRef] [PubMed]

7. Lazarow, P.B.; De Duve, C. A Fatty Acyl-CoA Oxidizing System in Rat Liver Peroxisomes; Enhancement
by Clofibrate, aHypolipidemic Drug. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1976, 73, 2043-2046. [CrossRef] [PubMed]

8. Cherkaoui-Malki, M.; Surapureddi, S.; El-Hajj, H.l.; Vamecq, J.; Andreoletti, P. Hepatic Steatosis and
Peroxisomal Fatty AcidBeta-Oxidation. Curr. Drug Metab. 2012, 13, 1412-1421. [CrossRef] [PubMed]

9. Andreoletti, P.; Raas, Q.; Gondcaille, C.; Cherkaoui-Malki, M.; Trompier, D.; Savary, S. Predictive Structure
and Topology ofPeroxisomal ATP-Binding Cassette (ABC) Transporters. Int. J. Mol. Sci. 2017, 18, 1593.
[CrossRef]

10. Watkins, P.A;; Ellis, J.M. Peroxisomal Acyl-CoA Synthetases. Biochim. Biophys. Acta 2012, 1822, 1411-1420.
[CrossRef] [PubMed]

11. Caira, F.; Clémencet, M.C.; Cherkaoui-Malki, M.; Dieuaide-Noubhani, M.; Pacot, C.; Van Veldhoven, P.P.;
Latruffe, N. DifferentialRegulation by a Peroxisome Proliferator of the Different Multifunctional Proteins in
Guinea Pig: CDNA Cloning of the Guinea Pig D-Specific Multifunctional Protein 2. Biochem. ]. 1998, 330 Pt 3,
1361-1368. [CrossRef]

12. Osumi, T.; Ishii, N.; Hijikata, M.; Kamijo, K.; Ozasa, H.; Furuta, S.; Miyazawa, S.; Kondo, K.; Inoue, K.;
Kagamiyama, H.; et al.Molecular Cloning and Nucleotide Sequence of the CDNA for Rat Peroxisomal Enoyl-
CoA: Hydratase-3-Hydroxyacyl-CoADehydrogenase Bifunctional Enzyme. J. Biol. Chem. 1985, 260, 8905—
8910. [CrossRef]

13. Latruffe, N. Human Peroxisomal 3-Ketoacyl-CoA Thiolase: Tissue Expression and Metabolic Regulation: Human
Peroxisomal Thiolase. Adv. Exp. Med. Biol. 2020, 1299, 161-167. [CrossRef] [PubMed]

14. Baes, M.; Van Veldhoven, P.P. Hepatic Dysfunction in Peroxisomal Disorders. Biochim. Biophys. Acta 2016,
1863, 956—970.

[CrossRef] [PubMed]

15. Van Veldhoven, P.P.; De Schryver, E.; Young, S.G.; Zwijsen, A.; Fransen, M.; Espeel, M.; Baes, M.; Van Ael,
E. Slc25a17 Gene Trapped Mice: PMP34 Plays a Role in the Peroxisomal Degradation of Phytanic and Pristanic
Acid. Front. Cell Dev. Biol. 2020, 8,

144. [CrossRef] [PubMed]

16. Seedorf, U.; Brysch, P.; Engel, T.; Schrage, K.; Assmann, G. Sterol Carrier Protein X Is Peroxisomal 3-
Oxoacyl Coenzyme AThiolase with Intrinsic Sterol Carrier and Lipid Transfer Activity. . Biol. Chem. 1994, 269,
21277-21283. [CrossRef]

83


http://doi.org/10.1016/S0248-4900(00)01083-2
http://doi.org/10.1038/208856a0
http://doi.org/10.1177/096032718300200103
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6840792
http://doi.org/10.1038/347645a0
http://doi.org/10.1155/2015/613910
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25961030
http://doi.org/10.3389/fcell.2015.00083
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26858947
http://doi.org/10.1073/pnas.73.6.2043
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/180535
http://doi.org/10.2174/138920012803762765
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22978396
http://doi.org/10.3390/ijms18071593
http://doi.org/10.1016/j.bbadis.2012.02.010
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22366061
http://doi.org/10.1042/bj3301361
http://doi.org/10.1016/S0021-9258(17)39435-8
http://doi.org/10.1007/978-3-030-60204-8_12
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/33417214
http://doi.org/10.1016/j.bbamcr.2015.09.035
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26453805
http://doi.org/10.3389/fcell.2020.00144
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32266253
http://doi.org/10.1016/S0021-9258(17)31960-9

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Ranea-Robles, P.; Violante, S.; Argmann, C.; Dodatko, T.; Bhattacharya, D.; Chen, H.; Yu, C.; Friedman,
S.L.; Puchow-icz, M.; Houten, S.M. Murine Deficiency of Peroxisomal L-Bifunctional Protein (EHHADH) Causes
Medium-Chain 3- Hydroxydicarboxylic Aciduria and Perturbs Hepatic Cholesterol Homeostasis. Cell. Mol. Life
Sci. 2021. [CrossRef]

Wang, H.; Lu, J.; Chen, X.; Schwalbe, M.; Gorka, J.E.; Mandel, J.A.; Wang, J.; Goetzman, E.S.; Ranganathan, S.;
Dobrowolski, S.F.;et al. Acquired Deficiency of Peroxisomal Dicarboxylic Acid Catabolism Is a Metabolic
Vulnerability in Hepatoblastoma. J. Biol. Chem. 2021, 100283. [CrossRef]

Tillander, V.; Alexson, S.E.H.; Cohen, D.E. Deactivating Fatty Acids: Acyl-CoA Thioesterase-Mediated Control
of Lipid Metabolism. Trends Endocrinol. Metab. 2017, 28, 473—484. [CrossRef] [PubMed]

Bowen, K.J.; Kris-Etherton, P.M.; Shearer, G.C.; West, S.G.; Reddivari, L.; Jones, P.J.H. Oleic Acid-Derived
Oleoylethanolamide: ANutritional Science Perspective. Prog. Lipid Res. 2017, 67, 1-15. [CrossRef] [PubMed]
Desvergne, B.; Michalik, L.; Wahli, W. Transcriptional Regulation of Metabolism. Physiol. Rev. 2006, 86, 465-514.
[CrossRef]

Varga, T.; Czimmerer, Z.; Nagy, L. PPARs Are a Unique Set of Fatty Acid Regulated Transcription Factors
Controlling Both Lipid Metabolism and Inflammation. Biochim. Biophys. Acta 2011, 1812, 1007-1022.
[CrossRef]

Mandard, S.; Muller, M.; Kersten, S. Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Alpha Target Genes. Cell. Mol.
Life Sci. 2004, 61,

393-416. [CrossRef] [PubMed

84


http://doi.org/10.1007/s00018-021-03869-9
http://doi.org/10.1016/j.jbc.2021.100283
http://doi.org/10.1016/j.tem.2017.03.001
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28385385
http://doi.org/10.1016/j.plipres.2017.04.001
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28389247
http://doi.org/10.1152/physrev.00025.2005
http://doi.org/10.1016/j.bbadis.2011.02.014
http://doi.org/10.1007/s00018-003-3216-3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14999402

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

More, V.R.; Campos, C.R.; Evans, R.A.; Oliver, K.D.; Chan, G.N.; Miller, D.S.; Cannon, R.E. PPAR-q, a Lipid-Sensing Transcription Factor,
Regulates Blood-Brain Barrier Efflux Transporter Expression. J. Cereb. Blood Flow Metab. 2017, 37, 1199-1212. [CrossRef] [PubMed]
Ning, L.-J.; He, A.-Y.; Lu, D.-L.; Li, J.-M.; Qiao, F.; Li, D.-L.; Zhang, M.-L.; Chen, L.-Q.; Du, Z.-Y. Nutritional Background Changesthe
Hypolipidemic Effects of Fenofibrate in Nile Tilapia (Oreochromis Niloticus). Sci. Rep. 2017, 7, 41706. [CrossRef] [PubMed]

Martin, G.; Schoonjans, K.; Lefebvre, A.M.; Staels, B.; Auwer, J. Coordinate Regulation of the Expression of the Fatty Acid Transport
Protein and Acyl-CoA Synthetase Genes by PPARalpha and PPARgamma Activators. J. Biol. Chem. 1997,272,28210-28217. [CrossRef]
Motojima, K.; Passilly, P.; Peters, J.M.; Gonzalez, F.).; Latruffe, N. Expression of Putative Fatty Acid Transporter Genes Are Regulated
by Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Alpha and Gamma Activators in a Tissue- and Inducer-Specific Manner.]. Biol. Chem.
1998, 273, 16710-16714. [CrossRef] [PubMed]

Han, L.; Shen, W.-).; Bittner, S.; Kraemer, F.B.; Azhar, S. PPARs: Regulators of Metabolism and as Therapeutic Targets in
Cardiovascular Disease. Part I: PPAR-a. Future Cardiol. 2017, 13, 259-278. [CrossRef]

Kandel, B.A.; Thomas, M.; Winter, S.; Damm, G.; Seehofer, D.; Burk, O.; Schwab, M.; Zanger, U.M. Genomewide Comparison of the
Inducible Transcriptomes of Nuclear Receptors CAR, PXR and PPARa in Primary Human Hepatocytes. Biochim. Biophys. Acta 2016,
1859, 1218-1227. [CrossRef]

Lefebvre, P.; Benomar, Y.; Staels, B. Retinoid X Receptors: Common Heterodimerization Partners with Distinct Functions. Trends
Endocrinol. Metab. 2010, 21, 676—683. [CrossRef]

Wjtowicz, S.; Strosznajder, A.K.; Jezyna, M.; Strosznajder, J.B. The Novel Role of PPAR Alpha in the Brain: Promising Target in Therapy
of Alzheimer’s Disease and Other Neurodegenerative Disorders. Neurochem. Res. 2020, 45, 972. [CrossRef]

Corrales, P.; Vidal-Puig, A.; Medina-GOmez, G. PPARs and Metabolic Disorders Associated with Challenged Adipose Tissue Plasticity.
Int. J. Mol. Sci. 2018, 19, 2124. [CrossRef]

Dreyer, C.; Krey, G.; Keller, H.; Givel, F.; Helftenbein, G.; Wahli, W. Control of the Peroxisomal Beta-Oxidation Pathway by a Novel
Family of Nuclear Hormone Receptors. Cell 1992, 68, 879-887. [CrossRef]

Feige, J.N.; Gelman, L.; Tudor, C.; Engelborghs, Y.; Wahli, W.; Desvergne, B. Fluorescence Imaging Reveals the Nuclear Behavior of
Peroxisome Proliferator-Activated Receptor/Retinoid X Receptor Heterodimers in the Absence and Presence of Ligand. J. Biol. Chem. 2005,
280, 17880-17890. [CrossRef]

Kliewer, S.A.; Umesono, K.; Noonan, D.J.; Heyman, R.A.; Evans, R.M. Convergence of 9-Cis Retinoic Acid and Peroxisome Proliferator
Signalling Pathways through Heterodimer Formation of Their Receptors. Nature 1992, 358, 771-774. [CrossRef] [PubMed]
Tugwood, J.D.; Issemann, |.; Anderson, R.G.; Bundell, K.R.; McPheat, W.L.; Green, S. The Mouse Peroxisome Proliferator Activated
Receptor Recognizes a Response Element in the 5 Flanking Sequence of the Rat Acyl CoA Oxidase Gene. EMBO J. 1992, 11, 433—
439. [CrossRef] [PubMed]

Tzeng, J.; Byun, J.; Park, J.Y.; Yamamoto, T.; Schesing, K.; Tian, B.; Sadoshima, J.; Oka, S. An Ideal PPAR Response Element Boundto
and Activated by PPARa. PLoS ONE 2015, 10, e0134996. [CrossRef]

Fornes, O.; Castro-Mondragon, J.A.; Khan, A.; Van Der Lee, R.; Zhang, X.; Richmond, P.A.; Modi, B.P.; Correard, S.; Gheorghe, M.;
Baranasic, D.; et al. JASPAR 2020: Update of the Open-Access Database of Transcription Factor Binding Profiles. Nucleic Acids Res. 2020,
48, D87-D92. [CrossRef] [PubMed]

Koch, J.; Pranjic, K.; Huber, A.; Ellinger, A.; Hartig, A.; Kragler, F.; Brocard, C. PEX11 Family Members Are Membrane ElongationFactors
That Coordinate Peroxisome Proliferation and Maintenance. J. Cell Sci. 2010, 123, 3389—-3400. [CrossRef]

Hansmannel, F.; Clémencet, M.-C.; Le Jossic-Corcos, C.; Osumi, T.; Latruffe, N.; Nicolas-Francés, V. Functional Characterization of a
Peroxisome Proliferator Response-Element Located in the Intron 3 of Rat Peroxisomal Thiolase B Gene. Biochem. Biophys. Res. Commun.
2003, 311, 149-155. [CrossRef] [PubMed]

Woodyatt, N.J.; Lambe, K.G.; Myers, K.A.; Tugwood, J.D.; Roberts, R.A. The Peroxisome Proliferator (PP) Response Element Upstream
of the Human Acyl CoA Oxidase Gene Is Inactive among a Sample Human Population: Significance for Species Differences in Response
to PPs. Carcinogenesis 1999, 20, 369-372. [CrossRef]

Ashibe, B.; Motojima, K. Fatty Aldehyde Dehydrogenase Is Up-Regulated by Polyunsaturated Fatty Acid via Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor Alpha and Suppresses Polyunsaturated Fatty Acid-Induced Endoplasmic Reticulum Stress. FEBS]. 2009, 276, 6956—
6970. [CrossRef]

Girnun, G.D.; Domann, F.E.; Moore, S.A.; Robbins, M.E.C. Identification of a Functional Peroxisome Proliferator-Activated Receptor
Response Element in the Rat Catalase Promoter. Mol. Endocrinol. 2002, 16, 2793-2801. [CrossRef] [PubMed]

Bardot, O.; Aldridge, T.C.; Latruffe, N.; Green, S. PPAR-RXR Heterodimer Activates a Peroxisome Proliferator Response Element
Upstream of the Bifunctional Enzyme Gene. Biochem. Biophys. Res. Commun. 1993, 192, 37-45. [CrossRef]

Lee, G.Y.; Kim, N.H.; Zhao, Z.-S.; Cha, B.S.; Kim, Y.S. Peroxisomal-Proliferator-Activated Receptor Alpha Activates Transcriptionof the
Rat Hepatic Malonyl-CoA Decarboxylase Gene: A Key Regulation of Malonyl-CoA Level. Biochem. |. 2004, 378, 983-990. [CrossRef]
Shimizu, M.; Yamashita, D.; Yamaguchi, T.; Hirose, F.; Osumi, T. Aspects of the Regulatory Mechanisms of PPAR Functions: Analysis
of a Bidirectional Response Element and Regulation by Sumoylation. Mol. Cell. Biochem. 2006, 286, 33—42. [CrossRef]

85


http://doi.org/10.1177/0271678X16650216
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27193034
http://doi.org/10.1038/srep41706
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28139735
http://doi.org/10.1074/jbc.272.45.28210
http://doi.org/10.1074/jbc.273.27.16710
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9642225
http://doi.org/10.2217/fca-2016-0059
http://doi.org/10.1016/j.bbagrm.2016.03.007
http://doi.org/10.1016/j.tem.2010.06.009
http://doi.org/10.1007/s11064-020-02993-5
http://doi.org/10.3390/ijms19072124
http://doi.org/10.1016/0092-8674(92)90031-7
http://doi.org/10.1074/jbc.M500786200
http://doi.org/10.1038/358771a0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1324435
http://doi.org/10.1002/j.1460-2075.1992.tb05072.x
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1537328
http://doi.org/10.1371/journal.pone.0134996
http://doi.org/10.1093/nar/gkz1001
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31701148
http://doi.org/10.1242/jcs.064907
http://doi.org/10.1016/j.bbrc.2003.09.185
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14575706
http://doi.org/10.1093/carcin/20.3.369
http://doi.org/10.1111/j.1742-4658.2009.07404.x
http://doi.org/10.1210/me.2002-0020
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12456800
http://doi.org/10.1006/bbrc.1993.1378
http://doi.org/10.1042/bj20031565
http://doi.org/10.1007/s11010-005-9052-z

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.
55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

Lopez, D.; Irby, R.B.; McLean, M.P. Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Alpha Induces Rat Sterol Carrier Protein x
Promoter Activity through Two Peroxisome Proliferator-Response Elements. Mol. Cell. Endocrinol. 2003, 205, 169—-184. [CrossRef]
Evans, R.M.; Barish, G.D.; Wang, Y.-X. PPARs and the Complex Journey to Obesity. Nat. Med. 2004, 10, 355-361. [CrossRef]
[PubMed]

Fan, W.; Evans, R. PPARs and ERRs: Molecular Mediators of Mitochondrial Metabolism. Curr. Opin. Cell Biol. 2015, 33, 49-54.
[CrossRef] [PubMed]

Green, S.; Wabhli, W. Peroxisome Proliferator-Activated Receptors: Finding the Orphan a Home. Mol. Cell. Endocrinol. 1994, 100, 149-153.
[CrossRef]

Zhu, Y.; Qi, C.; Korenberg, J.R.; Chen, X.N.; Noya, D.; Rao, M.S.; Reddy, J.K. Structural Organization of Mouse Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor Gamma (MPPAR Gamma) Gene: Alternative Promoter Use and Different Splicing Yield Two MPPAR Gamma
Isoforms. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1995, 92, 7921-7925. [CrossRef] [PubMed]

Gottlicher, M.; Widmark, E.; Li, Q.; Gustafsson, J.A. Fatty Acids Activate a Chimera of the Clofibric Acid-Activated Receptor andthe
Glucocorticoid Receptor. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1992, 89, 4653-4657. [CrossRef] [PubMed)]

Sher, T.; Yi, H.F.; McBride, O.W.; Gonzalez, F.J. CDNA Cloning, Chromosomal Mapping, and Functional Characterization of the Human
Peroxisome Proliferator Activated Receptor. Biochemistry 1993, 32, 5598-5604. [CrossRef] [PubMed]

Vamecq, J.; Latruffe, N. Medical Significance of Peroxisome Proliferator-Activated Receptors. Lancet 1999, 354, 141-148. [CrossRef]
Brown, J.D.; Plutzky, J. Peroxisome Proliferator-Activated Receptors as Transcriptional Nodal Points and Therapeutic Targets.
Circulation 2007, 115, 518-533. [CrossRef] [PubMed]

Hong, F.; Pan, S.; Guo, Y.; Xu, P.; Zhai, Y. PPARs as Nuclear Receptors for Nutrient and Energy Metabolism. Molecules 2019, 24,
2545. [CrossRef]

Lamichane, S.; Dahal Lamichane, B.; Kwon, S.-M. Pivotal Roles of Peroxisome Proliferator-Activated Receptors (PPARs) andTheir
Signal Cascade for Cellular and Whole-Body Energy Homeostasis. Int. J. Mol. Sci. 2018, 19, 949. [CrossRef] [PubMed]

Moore, J.T.; Collins, J.L.; Pearce, K.H. The Nuclear Receptor Superfamily and Drug Discovery. ChemMedChem 2006, 1, 504-523.
[CrossRef] [PubMed]

Floyd, Z.E.; Stephens, J.M. Controlling a Master Switch of Adipocyte Development and Insulin Sensitivity: Covalent Modifications of
PPARy. Biochim. Biophys. Acta 2012, 1822, 1090-1095. [CrossRef]

Wadosky, K.M.; Willis, M.S. The Story so Far: Post-Translational Regulation of Peroxisome Proliferator-Activated Receptors by
Ubiquitination and SUMOylation. Am. J. Physiol. Heart Circ. Physiol. 2012, 302, H515-H526. [CrossRef] [PubMed]

Kim, T.-H.; Kim, M.-Y.; Jo, S.-H.; Park, J.-M.; Ahn, Y.-H. Modulation of the Transcriptional Activity of Peroxisome Proliferator- Activated
Receptor Gamma by Protein-Protein Interactions and Post-Translational Modifications. Yonsei Med. ]. 2013, 54, 545-559. [CrossRef]
[PubMed]

Tufano, M.; Pinna, G. Is There a Future for PPARs in the Treatment of Neuropsychiatric Disorders? Molecules 2020, 25, 1062.
[CrossRef]

Bougarne, N.; Weyers, B.; Desmet, S.J.; Deckers, J.; Ray, D.W.; Staels, B.; De Bosscher, K. Molecular Actions of PPARa in Lipid
Metabolism and Inflammation. Endocr. Rev. 2018, 39, 760-802. [CrossRef] [PubMed]

Pawlak, M.; Lefebvre, P.; Staels, B. General Molecular Biology and Architecture of Nuclear Receptors. Curr. Top. Med. Chem. 2012,

12, 486-504. [CrossRef] [PubMed]

Lamas Bervejillo, M.; Ferreira, A.M. Understanding Peroxisome Proliferator-Activated Receptors: From the Structure to the
Regulatory Actions on Metabolism. Adv. Exp. Med. Biol. 2019, 1127, 39-57. [CrossRef] [PubMed]

Oyama, T.; Toyota, K.; Waku, T.; Hirakawa, Y.; Nagasawa, N.; Kasuga, J.l.; Hashimoto, Y.; Miyachi, H.; Morikawa, K. Adaptabilityand
Selectivity of Human Peroxisome Proliferator-Activated Receptor (PPAR) Pan Agonists Revealed from Crystal Structures. Acta
Crystallogr. D Biol. Crystallogr. 2009, 65, 786—795. [CrossRef] [PubMed]

Kawasaki, M.; Kambe, A.; Yamamoto, Y.; Arulmozhiraja, S.; Ito, S.; Nakagawa, Y.; Tokiwa, H.; Nakano, S.; Shimano, H. Elucidation of
Molecular Mechanism of a Selective PPARa Modulator, Pemafibrate, through Combinational Approaches of X-Ray Crystallography,
Thermodynamic Analysis, and First-Principle Calculations. Int. . Mol. Sci. 2020, 21, 361. [CrossRef] [PubMed]

Xu, H.E.; Lambert, M.H.; Montana, V.G.; Plunket, K.D.; Moore, L.B.; Collins, J.L.; Oplinger, J.A.; Kliewer, S.A.; Gampe, R.T.; McKee,
D.D.; et al. Structural Determinants of Ligand Binding Selectivity between the Peroxisome Proliferator-Activated Receptors. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 2001, 98, 13919-13924. [CrossRef] [PubMed]

Kamata, S.; Oyama, T.; Saito, K.; Honda, A.; Yamamoto, Y.; Suda, K.; Ishikawa, R.; Itoh, T.; Watanabe, Y.; Shibata, T.; et al. PPARa
Ligand-Binding Domain Structures with Endogenous Fatty Acids and Fibrates. iScience 2020, 23, 101727. [CrossRef]

Forman, B.M.; Chen, J.; Evans, R.M. Hypolipidemic Drugs, Polyunsaturated Fatty Acids, and Eicosanoids Are Ligands for Peroxisome
Proliferator-Activated Receptors Alpha and Delta. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1997, 94, 4312—-4317. [CrossRef]

Kliewer, S.A.; Sundseth, S.S.; Jones, S.A.; Brown, P.J.; Wisely, G.B.; Koble, C.S.; Devchand, P.; Wahli, W.; Willson, T.M.; Lenhard, J.M.;
et al. Fatty Acids and Eicosanoids Regulate Gene Expression through Direct Interactions with Peroxisome Proliferator- Activated
Receptors Alpha and Gamma. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1997, 94, 4318-4323. [CrossRef]

Takada, I.; Makishima, M. Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Agonists and Antagonists: A Patent Review (2014-Present).
Expert Opin. Ther. Pat. 2020, 30, 1-13. [CrossRef]

86


http://doi.org/10.1016/S0303-7207(02)00300-3
http://doi.org/10.1038/nm1025
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15057233
http://doi.org/10.1016/j.ceb.2014.11.002
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25486445
http://doi.org/10.1016/0303-7207(94)90294-1
http://doi.org/10.1073/pnas.92.17.7921
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7644514
http://doi.org/10.1073/pnas.89.10.4653
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1316614
http://doi.org/10.1021/bi00072a015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7684926
http://doi.org/10.1016/S0140-6736(98)10364-1
http://doi.org/10.1161/CIRCULATIONAHA.104.475673
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17261671
http://doi.org/10.3390/molecules24142545
http://doi.org/10.3390/ijms19040949
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29565812
http://doi.org/10.1002/cmdc.200600006
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16892386
http://doi.org/10.1016/j.bbadis.2012.03.014
http://doi.org/10.1152/ajpheart.00703.2011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22037188
http://doi.org/10.3349/ymj.2013.54.3.545
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23549795
http://doi.org/10.3390/molecules25051062
http://doi.org/10.1210/er.2018-00064
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30020428
http://doi.org/10.2174/156802612799436641
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22242852
http://doi.org/10.1007/978-3-030-11488-6_3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31140170
http://doi.org/10.1107/S0907444909015935
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19622862
http://doi.org/10.3390/ijms21010361
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31935812
http://doi.org/10.1073/pnas.241410198
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11698662
http://doi.org/10.1016/j.isci.2020.101727
http://doi.org/10.1073/pnas.94.9.4312
http://doi.org/10.1073/pnas.94.9.4318
http://doi.org/10.1080/13543776.2020.1703952

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.
81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

Elholm, M.; Dam, |.; Jorgensen, C.; Krogsdam, A.M.; Holst, D.; Kratchmarova, I.; Gottlicher, M.; Gustafsson, J.A.; Berge, R.; Flatmark,
T.; et al. Acyl-CoA Esters Antagonize the Effects of Ligands on Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Alpha Conformation, DNA
Binding, and Interaction with Co-Factors. . Biol. Chem. 2001, 276, 21410-21416. [CrossRef] [PubMed]

Hostetler, H.A.; Kier, A.B.; Schroeder, F. Very-Long-Chain and Branched-Chain Fatty Acyl-CoAs Are High Affinity Ligands for the
Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Alpha (PPARalpha). Biochemistry 2006, 45, 7669-7681. [CrossRef]

Chakravarthy, M.V.; Lodhi, 1.J.; Yin, L.; Malapaka, R.R.V.; Xu, H.E.; Turk, J.; Semenkovich, C.F. Identification of a Physiol ogically
Relevant Endogenous Ligand for PPARalpha in Liver. Cell 2009, 138, 476—488. [CrossRef]

Brown, J.D.; Karimian Azari, E.; Ayala, J.E. Oleoylethanolamide: A Fat Ally in the Fight against Obesity. Physiol. Behav. 2017, 176,
50-58. [CrossRef] [PubMed]

Campolongo, P.; Roozendaal, B.; Trezza, V.; Cuomo, V.; Astarita, G.; Fu, J.; McGaugh, J.L.; Piomelli, D. Fat-Induced Satiety Factor
Oleoylethanolamide Enhances Memory Consolidation. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2009, 106, 8027—8031. [CrossRef]

Azhar, S. Peroxisome Proliferator-Activated Receptors, Metabolic Syndrome and Cardiovascular Disease. Future Cardiol. 2010, 6,
657-691. [CrossRef] [PubMed]

Rigano, D.; Sirignano, C.; Taglialatela-Scafati, O. The Potential of Natural Products for Targeting PPARa. Acta Pharm. Sin. B 2017,

7, 427-438. [CrossRef] [PubMed]

Green, S. PPAR: A Mediator of Peroxisome Proliferator Action. Mutat. Res. 1995, 333, 101-109. [CrossRef]

Yu, K.; Bayona, W.; Kallen, C.B.; Harding, H.P.; Ravera, C.P.; McMahon, G.; Brown, M.; Lazar, M.A. Differential Activation of
Peroxisome Proliferator-Activated Receptors by Eicosanoids. . Biol. Chem. 1995, 270, 23975-23983. [CrossRef]

Goto, T.; Takahashi, N.; Kato, S.; Egawa, K.; Ebisu, S.; Moriyama, T.; Fushiki, T.; Kawada, T. Phytol Directly Activates Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor Alpha (PPARalpha) and Regulates Gene Expression Involved in Lipid Metabolism in PPARalpha- Expressing HepG2
Hepatocytes. Biochem. Biophys. Res. Commun. 2005, 337, 440-445. [CrossRef]

Wahli, W.; Michalik, L. PPARs at the Crossroads of Lipid Signaling and Inflammation. Trends Endocrinol. Metab. 2012, 23, 351-363.
[CrossRef]

Narala, V.R.; Adapala, R.K.; Suresh, M.V.; Brock, T.G.; Peters-Golden, M.; Reddy, R.C. Leukotriene B4 Is a Physiologically Relevant
Endogenous Peroxisome Proliferator-Activated Receptor-Alpha Agonist. |. Biol. Chem. 2010, 285, 22067-22074. [CrossRef]

Lin, Q.; Ruuska, S.E.; Shaw, N.S.; Dong, D.; Noy, N. Ligand Selectivity of the Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Alpha.
Biochemistry 1999, 38, 185-190. [CrossRef]

Delerive, P.; Furman, C.; Teissier, E.; Fruchart, J.; Duriez, P.; Staels, B. Oxidized Phospholipids Activate PPARalpha in a Phospholipase
A2-Dependent Manner. FEBS Lett. 2000, 471, 34—-38. [CrossRef]

Roy, A.; Kundu, M.; Jana, M.; Mishra, R.K.; Yung, Y.; Luan, C.-H.; Gonzalez, F.J.; Pahan, K. Identification and Characterization of PPARa
Ligands in the Hippocampus. Nat. Chem. Biol. 2016, 12, 1075-1083. [CrossRef] [PubMed]

Bernardes, A.; Souza, P.C.T.; Muniz, J.R.C.; Ricci, C.G.; Ayers, S.D.; Parekh, N.M.; Godoy, A.S.; Trivella, D.B.B.; Reinach, P.; Webb, P.;
et al. Molecular Mechanism of Peroxisome Proliferator-Activated Receptor a Activation by WY14643: A New Mode of Ligand Recognition
and Receptor Stabilization. J. Mol. Biol. 2013, 425, 2878-2893. [CrossRef] [PubMed]

Huang, H.-T.; Liao, C.-K.; Chiu, W.-T.; Tzeng, S.-F. Ligands of Peroxisome Proliferator-Activated Receptor-Alpha Promote Glutamate
Transporter-1 Endocytosis in Astrocytes. Int. ]. Biochem. Cell Biol. 2017, 86, 42-53. [CrossRef]

Moraes, L.A.; Piqueras, L.; Bishop-Bailey, D. Peroxisome Proliferator-Activated Receptors and Inflammation. Pharmacol. Ther.
2006, 110, 371-385. [CrossRef]

Mirza, A.Z.; Althagafi, I.I.; Shamshad, H. Role of PPAR Receptor in Different Diseases and Their Ligands: Physiological Importance and
Clinical Implications. Eur. J. Med. Chem. 2019, 166, 502-513. [CrossRef]

Tenenbaum, A.; Motro, M.; Fisman, E.Z. Dual and Pan-Peroxisome Proliferator-Activated Receptors (PPAR) Co-Agonism: The
Bezafibrate Lessons. Cardiovasc. Diabetol. 2005, 4, 14. [CrossRef] [PubMed]

Rogue, A.; Anthérieu, S.; Vluggens, A.; Umbdenstock, T.; Claude, N.; de la Moureyre-Spire, C.; Weaver, R.J.; Guillouzo, A. PPAR
Agonists Reduce Steatosis in Oleic Acid-Overloaded HepaRG Cells. Toxicol. Appl. Pharmacol. 2014, 276, 73-81. [CrossRef][PubMed]
Shin, N.-R.; Park, S.-H.; Ko, J.-W.; Cho, Y.-K.; Lee, I.-C.; Kim, J.-C.; Shin, |.-S.; Kim, J.-S. Lobeglitazone Attenuates Airway
Inflammation and Mucus Hypersecretion in a Murine Model of Ovalbumin-Induced Asthma. Front. Pharmacol. 2018, 9, 906.
[CrossRef] [PubMed]

Stebbins, K.J.; Broadhead, A.R.; Cabrera, G.; Correa, L.D.; Messmer, D.; Bundey, R.; Baccei, C.; Bravo, Y.; Chen, A.; Stock, N.S.;et
al. In Vitro and in Vivo Pharmacology of NXT629, a Novel and Selective PPARa Antagonist. Eur. |. Pharmacol. 2017, 809, 130-140.
[CrossRef]

Duszka, K.; Gregor, A.; Guillou, H.; Kénig, J.; Wahli, W. Peroxisome Proliferator-Activated Receptors and Caloric Restriction-
Common Pathways Affecting Metabolism, Health, and Longevity. Cells 2020, 9, 1708. [CrossRef]

Kosgei, V.J.; Coelho, D.; Gueant-Rodriguez, R.M.; Gueant, J.L. Sirt1-PPARS Cross-Talk in Complex Metabolic Diseases and
Inherited Disorders of the One Carbon Metabolism. Cells 2020, 9, 1882. [CrossRef]

Kersten, S.; Stienstra, R. The Role and Regulation of the Peroxisome Proliferator Activated Receptor Alpha in Human Liver.
Biochimie 2017, 136, 75-84. [CrossRef] [PubMed]

Laleh, P.; Yaser, K.; Alireza, O. Oleoylethanolamide: A Novel Pharmaceutical Agent in the Management of Obesity-an Updated
Review. J. Cell. Physiol. 2019, 234, 7893-7902. [CrossRef] [PubMed]

87


http://doi.org/10.1074/jbc.M101073200
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11279171
http://doi.org/10.1021/bi060198l
http://doi.org/10.1016/j.cell.2009.05.036
http://doi.org/10.1016/j.physbeh.2017.02.034
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28254531
http://doi.org/10.1073/pnas.0903038106
http://doi.org/10.2217/fca.10.86
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20932114
http://doi.org/10.1016/j.apsb.2017.05.005
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28752027
http://doi.org/10.1016/0027-5107(95)00136-0
http://doi.org/10.1074/jbc.270.41.23975
http://doi.org/10.1016/j.bbrc.2005.09.077
http://doi.org/10.1016/j.tem.2012.05.001
http://doi.org/10.1074/jbc.M109.085118
http://doi.org/10.1021/bi9816094
http://doi.org/10.1016/S0014-5793(00)01364-8
http://doi.org/10.1038/nchembio.2204
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27748752
http://doi.org/10.1016/j.jmb.2013.05.010
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23707408
http://doi.org/10.1016/j.biocel.2017.03.008
http://doi.org/10.1016/j.pharmthera.2005.08.007
http://doi.org/10.1016/j.ejmech.2019.01.067
http://doi.org/10.1186/1475-2840-4-14
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16168052
http://doi.org/10.1016/j.taap.2014.02.001
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24534255
http://doi.org/10.3389/fphar.2018.00906
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30135657
http://doi.org/10.1016/j.ejphar.2017.05.008
http://doi.org/10.3390/cells9071708
http://doi.org/10.3390/cells9081882
http://doi.org/10.1016/j.biochi.2016.12.019
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28077274
http://doi.org/10.1002/jcp.27913
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30537148

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.
107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

Pawar, A.; Jump, D.B. Unsaturated Fatty Acid Regulation of Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Alpha Activity in Rat Primary
Hepatocytes. J. Biol. Chem. 2003, 278, 35931-35939. [CrossRef] [PubMed]

Ellinghaus, P.; Wolfrum, C.; Assmann, G.; Spener, F.; Seedorf, U. Phytanic Acid Activates the Peroxisome Proliferator-Activated
Receptor Alpha (PPARalpha) in Sterol Carrier Protein 2-/Sterol Carrier Protein x-Deficient Mice. J. Biol. Chem. 1999, 274, 2766—-2772.
[CrossRef] [PubMed]

Zomer, A\W.; van Der Burg, B.; Jansen, G.A.; Wanders, R.J.; Poll-The, B.T.; van Der Saag, P.T. Pristanic Acid and Phytanic Acid: Naturally
Occurring Ligands for the Nuclear Receptor Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Alpha. . Lipid Res. 2000, 41,1801-1807.
[CrossRef]

Hostetler, H.A.; Petrescu, A.D.; Kier, A.B.; Schroeder, F. Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Alpha Interacts with High Affinity
and Is Conformationally Responsive to Endogenous Ligands. J. Biol. Chem. 2005, 280, 18667-18682. [CrossRef] [PubMed]

Brady, P.S.; Marine, K.A.; Brady, L.J.; Ramsay, R.R. Co-Ordinate Induction of Hepatic Mitochondrial and Peroxisomal Carnitine
Acyltransferase Synthesis by Diet and Drugs. Biochem. J. 1989, 260, 93—-100. [CrossRef] [PubMed]

Marcus, S.L.; Miyata, K.S.; Zhang, B.; Subramani, S.; Rachubinski, R.A.; Capone, J.P. Diverse Peroxisome Proliferator-Activated
Receptors Bind to the Peroxisome Proliferator-Responsive Elements of the Rat Hydratase/Dehydrogenase and Fatty Acyl-CoAOxidase
Genes but Differentially Induce Expression. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1993, 90, 5723-5727. [CrossRef]

Reddy, J.K.; Mannaerts, G.P. Peroxisomal Lipid Metabolism. Annu. Rev. Nutr. 1994, 14, 343—-370. [CrossRef]

Zhang, B.; Marcus, S.L.; Miyata, K.S.; Subramani, S.; Capone, J.P.; Rachubinski, R.A. Characterization of Protein-DNA Interactionswithin
the Peroxisome Proliferator-Responsive Element of the Rat Hydratase-Dehydrogenase Gene. J. Biol. Chem. 1993, 268, 12939-12945.
[CrossRef]

Chen, X.; Shang, L.; Deng, S.; Li, P.; Chen, K.; Gao, T.; Zhang, X.; Chen, Z.; Zeng, J. Peroxisomal Oxidation of Erucic Acid Suppresses
Mitochondrial Fatty Acid Oxidation by Stimulating Malonyl-CoA Formation in the Rat Liver. J. Biol. Chem. 2020, 295, 10168-10179.
[CrossRef] [PubMed]

Maheshwari, G.; Ringseis, R.; Wen, G.; Gessner, D.K.; Rost, J.; Fraatz, M.A.; Zorn, H.; Eder, K. Branched-Chain Fatty Acids as Mediators
of the Activation of Hepatic Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Alpha by a Fungal Lipid Extract. Biomolecules 2020, 10, 1259.
[CrossRef] [PubMed]

Latruffe, N.; Cherkaoui Malki, M.; Nicolas-Frances, V.; Clemencet, M.C.; Jannin, B.; Berlot, J.P. Regulation of the Peroxisomal Beta-
Oxidation-Dependent Pathway by Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Alpha and Kinases. Biochem. Pharmacol. 2000, 60,
1027-1032. [CrossRef]

Klaunig, J.E.; Babich, M.A.; Baetcke, K.P.; Cook, J.C.; Corton, J.C.; David, R.M.; DelLuca, J.G.; Lai, D.Y.; McKee, R.H.; Peters, J.M.;et
al. PPARalpha Agonist-Induced Rodent Tumors: Modes of Action and Human Relevance. Crit. Rev. Toxicol. 2003, 33, 655-780.
[CrossRef] [PubMed]

Reddy, J.K.; Lalwai, N.D. Carcinogenesis by Hepatic Peroxisome Proliferators: Evaluation of the Risk of Hypolipidemic Drugsand
Industrial Plasticizers to Humans. Crit. Rev. Toxicol. 1983, 12, 1-58. [CrossRef]

Gonzalez, F.J.; Peters, J.M.; Cattley, R.C. Mechanism of Action of the Nongenotoxic Peroxisome Proliferators: Role of the
Peroxisome Proliferator-Activator Receptor Alpha. J. Natl. Cancer Inst. 1998, 90, 1702—-1709. [CrossRef]

Maloney, E.K.; Waxman, D.J. Trans-Activation of PPARalpha and PPARgamma by Structurally Diverse Environmental Chemicals.
Toxicol. Appl. Pharmacol. 1999, 161, 209-218. [CrossRef] [PubMed]

Akbiyik, F.; Cinar, K.; Demirpence, E.; Ozsullu, T.; Tunca, R.; Haziroglu, R.; Yurdaydin, C.; Uzunalimoglu, O.; Bozkaya, H. Ligand-Induced
Expression of Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Alpha and Activation of Fatty Acid Oxidation Enzymes in Fatty Liver. Eur.
J. Clin. Investig. 2004, 34, 429-435. [CrossRef] [PubMed]

Preiss, D.; Tikkanen, M.J.; Welsh, P.; Ford, I.; Lovato, L.C.; Elam, M.B.; LaRosa, J.C.; DeMicco, D.A.; Colhoun, H.M.; Goldenberg,l.;
et al. Lipid-Modifying Therapies and Risk of Pancreatitis: A Meta-Analysis. JAMA 2012, 308, 804—811. [CrossRef] [PubMed]

Estrela, G.R.; Arruda, A.C.; Torquato, H.F.V.; Freitas-Lima, L.C.; Perilhao, M.S.; Wasinski, F.; Budu, A.; Fock, R.A.; Paredes-Gamero,E.J.;
Araujo, R.C. Gemfibrozil Induces Anemia, Leukopenia and Reduces Hematopoietic Stem Cells via PPAR-a in Mice. Int. J. Mol. Sci.
2020, 21, 5050. [CrossRef] [PubMed]

Oswal, D.P.; Balanarasimha, M.; Loyer, J.K.; Bedi, S.; Soman, F.L.; Rider, S.D.; Hostetler, H.A. Divergence between Human and Murine
Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Alpha Ligand Specificities. J. Lipid Res. 2013, 54, 2354-2365. [CrossRef] [PubMed]
Oswal, D.P.; Alter, G.M.; Rider, S.D.; Hostetler, H.A. A Single Amino Acid Change Humanizes Long-Chain Fatty Acid Bindingand
Activation of Mouse Peroxisome Proliferator-Activated Receptor a. J. Mol. Graph. Model. 2014, 51, 27-36. [CrossRef] [PubMed]
Chawla, A.; Repa, J.J.; Evans, R.M.; Mangelsdorf, D.J. Nuclear Receptors and Lipid Physiology: Opening the X-Files. Science 2001,
294, 1866-1870. [CrossRef] [PubMed]

Krey, G.; Braissant, O.; L'Horset, F.; Kalkhoven, E.; Perroud, M.; Parker, M.G.; Wahli, W. Fatty Acids, Eicosanoids, and Hypolipidemic
Agents Identified as Ligands of Peroxisome Proliferator-Activated Receptors by Coactivator-Dependent Receptor Ligand Assay. Mol.
Endocrinol. 1997, 11, 779-791. [CrossRef]

Cave, M.C.; Clair, H.B.; Hardesty, J.E.; Falkner, K.C.; Feng, W.; Clark, B.J.; Sidey, J.; Shi, H.; Agel, B.A.; McClain, C.J.; et al. Nuclear
Receptors and Nonalcoholic Fatty Liver Disease. Biochim. Biophys. Acta 2016, 1859, 1083-1099. [CrossRef] [PubMed]

88


http://doi.org/10.1074/jbc.M306238200
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12853447
http://doi.org/10.1074/jbc.274.5.2766
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9915808
http://doi.org/10.1016/S0022-2275(20)31973-8
http://doi.org/10.1074/jbc.M412062200
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15774422
http://doi.org/10.1042/bj2600093
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2775196
http://doi.org/10.1073/pnas.90.12.5723
http://doi.org/10.1146/annurev.nu.14.070194.002015
http://doi.org/10.1016/S0021-9258(18)31476-5
http://doi.org/10.1074/jbc.RA120.013583
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32493774
http://doi.org/10.3390/biom10091259
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32878262
http://doi.org/10.1016/S0006-2952(00)00416-0
http://doi.org/10.1080/713608372
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14727734
http://doi.org/10.3109/10408448309029317
http://doi.org/10.1093/jnci/90.22.1702
http://doi.org/10.1006/taap.1999.8809
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10581215
http://doi.org/10.1111/j.1365-2362.2004.01359.x
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15200495
http://doi.org/10.1001/jama.2012.8439
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22910758
http://doi.org/10.3390/ijms21145050
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32708962
http://doi.org/10.1194/jlr.M035436
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23797899
http://doi.org/10.1016/j.jmgm.2014.04.006
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24858253
http://doi.org/10.1126/science.294.5548.1866
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11729302
http://doi.org/10.1210/mend.11.6.0007
http://doi.org/10.1016/j.bbagrm.2016.03.002
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26962021

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

Francque, S.; Szabo, G.; Abdelmalek, M.F.; Byrne, C.D.; Cusi, K.; Dufour, J.F.; Roden, M.; Sacks, F.; Tacke, F. Nonalcoholic
Steatohepatitis: The Role of Peroxisome Proliferator-Activated Receptors. Nat. Rev. Gastroenterol. Hepatol. 2021, 18, 24-39.
[CrossRef] [PubMed]

Sinha, R.A.; Rajak, S.; Singh, B.K.; Yen, P.M. Hepatic Lipid Catabolism via PPARalpha-Lysosomal Crosstalk. Int. ]. Mol. Sci. 2020,

21, 2391. [CrossRef] [PubMed]

Wagner, N.; Wagner, K.-D. The Role of PPARs in Disease. Cells 2020, 9, 2367. [CrossRef] [PubMed]

Lee, S.S.; Pineau, T.; Drago, J.; Lee, E.J.; Owens, J.W.; Kroetz, D.L.; Fernandez-Salguero, P.M.; Westphal, H.; Gonzalez, F.J. Targeted
Disruption of the Alpha Isoform of the Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gene in Mice Results in Abolishment of the
Pleiotropic Effects of Peroxisome Proliferators. Mol. Cell. Biol. 1995, 15, 3012—-3022. [CrossRef] [PubMed]

Amber-Vitos, O.; Chaturvedi, N.; Nachliel, E.; Gutman, M.; Tsfadia, Y. The Effect of Regulating Molecules on the Structure of thePPAR-
RXR Complex. Biochim. Biophys. Acta 2016, 1861, 1852-1863. [CrossRef] [PubMed]

Surapureddi, S.; Yu, S.; Bu, H.; Hashimoto, T.; Yeldandi, A.V.; Kashireddy, P.; Cherkaoui-Malki, M.; Qi, C.; Zhu, Y.J.; Rao, M.S,; et al.
Identification of a Transcriptionally Active Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Alpha -Interacting Cofactor Complex in Rat Liver and
Characterization of PRIC285 as a Coactivator. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2002, 99, 11836-11841. [CrossRef] [PubMed]

Skowron, K.J.; Booker, K.; Cheng, C.; Creed, S.; David, B.P.; Lazzara, P.R.; Lian, A.; Siddiqui, Z.; Speltz, T.E.; Moore, T.W. Steroid
Receptor/Coactivator Binding Inhibitors: An Update. Mol. Cell. Endocrinol. 2019, 493, 110471. [CrossRef] [PubMed]

Surapureddi, S.; Rana, R.; Reddy, J.K.; Goldstein, J.A. Nuclear Receptor Coactivator 6 Mediates the Synergistic Activation of Human
Cytochrome P-450 2C9 by the Constitutive Androstane Receptor and Hepatic Nuclear Factor-4alpha. Mol. Pharmacol. 2008, 74, 913—
923. [CrossRef]

Misra, P.; Reddy, J.K. Peroxisome Proliferator-Activated Receptor-a Activation and Excess Energy Burning in Hepatocarcinogene- sis.
Biochimie 2014, 98, 63—74. [CrossRef]

Rana, R.; Surapureddi, S.; Kam, W.; Ferguson, S.; Goldstein, J.A. Med25 |Is Required for RNA Polymerase Il Recruitment to Specific
Promoters, Thus Regulating Xenobiotic and Lipid Metabolism in Human Liver. Mol. Cell. Biol. 2011, 31, 466—481. [CrossRef] [PubMed]
Spitler, K.M.; Ponce, J.M.; Oudit, G.Y.; Hall, D.D.; Grueter, C.E. Cardiac Med1 Deletion Promotes Early Lethality, Cardiac Remodeling,
and Transcriptional Reprogramming. Am. J. Physiol. Heart Circ. Physiol. 2017, 312, H768-H780. [CrossRef] [PubMed]

De Vera, I.M.S.; Zheng, J.; Novick, S.; Shang, J.; Hughes, T.S.; Brust, R.; Munoz-Tello, P.; Gardner, W.J., Jr.; Marciano, D.P.; Kong, X.;et
al. Synergistic Regulation of Coregulator/Nuclear Receptor Interaction by Ligand and DNA. Structure 2017, 25, 1506—1518.e4. [CrossRef]
Lai, Y.-H.; Choudhary, K.; Cloutier, S.C.; Xing, Z.; Aviran, S.; Tran, E.J. Genome-Wide Discovery of DEAD-Box RNA HelicaseTargets
Reveals RNA Structural Remodeling in Transcription Termination. Genetics 2019, 212, 153-174. [CrossRef] [PubMed]

Song, C.; Hotz-Wagenblatt, A.; Voit, R.; Grummt, I. SIRT7 and the DEAD-Box Helicase DDX21 Cooperate to Resolve Genomic R Loops
and Safeguard Genome Stability. Genes Dev. 2017, 31, 1370-1381. [CrossRef]

Taschuk, F.; Cherry, S. DEAD-Box Helicases: Sensors, Regulators, and Effectors for Antiviral Defense. Viruses 2020, 12, 181.
[CrossRef] [PubMed]

Arconzo, M.; Piccinin, E.; Moschetta, A. Increased Risk of Acute Liver Failure by Pain Killer Drugs in NAFLD: Focus on NuclearReceptors
and Their Coactivators. Dig. Liver Dis. 2021, 53, 26—34. [CrossRef] [PubMed]

Fornes, D.; Gomez Ribot, D.; Heinecke, F.; Roberti, S.L.; Capobianco, E.; Jawerbaum, A. Maternal Diets Enriched in Olive Oil Regulate
Lipid Metabolism and Levels of PPARs and Their Coactivators in the Fetal Liver in a Rat Model of Gestational Diabetes Mellitus. |. Nutr.
Biochem. 2020, 78, 108334. [CrossRef]

Kalliora, C.; Kyriazis, I.D.; Oka, S.-Il.; Lieu, M.J.; Yue, Y.; Area-Gomez, E.; Pol, C.J.; Tian, Y.; Mizushima, W.; Chin, A.; et al. Dual
Peroxisome-Proliferator-Activated-Receptor-a/y Activation Inhibits SIRT1-PGCla Axis and Causes Cardiac Dysfunction. JCI Insight
2019, 5, 129556. [CrossRef] [PubMed]

Luo, C.; Widlund, H.R.; Puigserver, P. PGC-1 Coactivators: Shepherding the Mitochondrial Biogenesis of Tumors. Trends Cancer
2016, 2, 619-631. [CrossRef] [PubMed]

Stallcup, M.R.; Poulard, C. Gene-Specific Actions of Transcriptional Coregulators Facilitate Physiological Plasticity: Evidence fora
Physiological Coregulator Code. Trends Biochem. Sci. 2020, 45, 497-510. [CrossRef] [PubMed]

Emmett, M.J.; Lazar, M.A. Integrative Regulation of Physiology by Histone Deacetylase 3. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2019, 20,
102-115. [CrossRef]

Jaiswal, B.; Gupta, A. Modulation of Nuclear Receptor Function by Chromatin Modifying Factor TIP60. Endocrinology 2018, 159,
2199-2215. [CrossRef]

Jankowsky, E.; Guenther, U.-P. A Helicase Links Upstream ORFs and RNA Structure. Curr. Genet. 2019, 65, 453-456. [CrossRef]
[PubMed]

Surapureddi, S.; Viswakarma, N.; Yu, S.; Guo, D.; Rao, M.S.; Reddy, J.K. PRIC320, a Transcription Coactivator, Isolated from
Peroxisome Proliferator-Binding Protein Complex. Biochem. Biophys. Res. Commun. 2006, 343, 535-543. [CrossRef]

Jia, Y.; Liu, N.; Viswakarma, N.; Sun, R.; Schipma, M.J.; Shang, M.; Thorp, E.B.; Kanwar, Y.S.; Thimmapaya, B.; Reddy,
J.K. PIMT/NCOAG6IP Deletion in the Mouse Heart Causes Delayed Cardiomyopathy Attributable to Perturbation in Energy
Metabolism. Int. ]. Mol. Sci. 2018, 19, 1485. [CrossRef]

89


http://doi.org/10.1038/s41575-020-00366-5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/33093663
http://doi.org/10.3390/ijms21072391
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32244266
http://doi.org/10.3390/cells9112367
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/33126411
http://doi.org/10.1128/MCB.15.6.3012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7539101
http://doi.org/10.1016/j.bbalip.2016.09.003
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27616290
http://doi.org/10.1073/pnas.182426699
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12189208
http://doi.org/10.1016/j.mce.2019.110471
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31163202
http://doi.org/10.1124/mol.108.048983
http://doi.org/10.1016/j.biochi.2013.11.011
http://doi.org/10.1128/MCB.00847-10
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21135126
http://doi.org/10.1152/ajpheart.00728.2016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28159809
http://doi.org/10.1016/j.str.2017.07.019
http://doi.org/10.1534/genetics.119.302058
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30902808
http://doi.org/10.1101/gad.300624.117
http://doi.org/10.3390/v12020181
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32033386
http://doi.org/10.1016/j.dld.2020.05.034
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32546444
http://doi.org/10.1016/j.jnutbio.2019.108334
http://doi.org/10.1172/jci.insight.129556
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31393858
http://doi.org/10.1016/j.trecan.2016.09.006
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28607951
http://doi.org/10.1016/j.tibs.2020.02.006
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32413325
http://doi.org/10.1038/s41580-018-0076-0
http://doi.org/10.1210/en.2017-03190
http://doi.org/10.1007/s00294-018-0911-z
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30483885
http://doi.org/10.1016/j.bbrc.2006.02.160
http://doi.org/10.3390/ijms19051485

148.

149.
150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.
172.

173.

Jeronimo, C.; Robert, F. The Mediator Complex: At the Nexus of RNA Polymerase Il Transcription. Trends Cell Biol. 2017, 27,
765-783. [CrossRef]

Soutourina, J. Transcription Regulation by the Mediator Complex. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2018, 19, 262—-274. [CrossRef]

Paiano, A.; Margiotta, A.; De Luca, M.; Bucci, C. Yeast Two-Hybrid Assay to Identify Interacting Proteins. Curr. Protoc. Protein Sci.
2019, 95, e70. [CrossRef]

O’Malley, B.W. Origins of the Field of Molecular Endocrinology: A Personal Perspective. Mol. Endocrinol. 2016, 30, 1015-1018.
[CrossRef]

Kamei, Y.; Xu, L.; Heinzel, T.; Torchia, J.; Kurokawa, R.; Gloss, B.; Lin, S.C.; Heyman, R.A.; Rose, D.W.; Glass, C.K.; et al. A CBP
Integrator Complex Mediates Transcriptional Activation and AP-1 Inhibition by Nuclear Receptors. Cell 1996, 85, 403-414. [CrossRef]
Sabari, B.R.; Dall’Agnese, A.; Boija, A.; Klein, |.A.; Coffey, E.L.; Shrinivas, K.; Abraham, B.J.; Hannett, N.M.; Zamudio, A.V.; Manteiga,
J.C.; et al. Coactivator Condensation at Super-Enhancers Links Phase Separation and Gene Control. Science 2018, 361,eaar3958.
[CrossRef] [PubMed]

Tan, H.W.S.; Anjum, B.; Shen, H.-M.; Ghosh, S.; Yen, P.M.; Sinha, R.A. Lysosomal Inhibition Attenuates Peroxisomal Gene
Transcription via Suppression of PPARA and PPARGC1A Levels. Autophagy 2019, 15, 1455-1459. [CrossRef]

Dumesic, P.A,; Egan, D.F.; Gut, P.; Tran, M.T.; Parisi, A.; Chatterjee, N.; Jedrychowski, M.; Paschini, M.; Kazak, L.; Wilensky, S.E.; et al.
An Evolutionarily Conserved UORF Regulates PGClalpha and Oxidative Metabolism in Mice, Flies, and Bluefin Tuna. CellMetab. 2019,
30, 190-200.e6. [CrossRef] [PubMed]

Petr, M.; Stastny, P.; Zajac, A.; Tufano, J.J.; Maciejewska-Skrendo, A. The Role of Peroxisome Proliferator-Activated Receptors and Their
Transcriptional Coactivators Gene Variations in Human Trainability: A Systematic Review. Int. J. Mol. Sci. 2018, 19, 1472.[CrossRef]
[PubMed]

Behera, A.K.; Bhattacharya, A.; Vasudevan, M.; Kundu, T.K. P53 Mediated Regulation of Coactivator Associated Arginine
Methyltransferase 1 (CARM1) Expression Is Critical for Suppression of Adipogenesis. FEBS J. 2018, 285, 1730-1744. [CrossRef] [PubMed]
Xu, W.; Chen, H.; Du, K.; Asahara, H.; Tini, M.; Emerson, B.M.; Montminy, M.; Evans, R.M. A Transcriptional Switch Mediated by
Cofactor Methylation. Science 2001, 294, 2507-2511. [CrossRef] [PubMed]

Kang, Z.; Fan, R. PPARa and NCOR/SMRT Corepressor Network in Liver Metabolic Regulation. FASEB J. 2020, 34, 8796—-8809.
[CrossRef]

Ghisletti, S.; Huang, W.; Jepsen, K.; Benner, C.; Hardiman, G.; Rosenfeld, M.G.; Glass, C.K. Cooperative NCoR/SMRT Interactio ns
Establish a Corepressor-Based Strategy for Integration of Inflammatory and Anti-Inflammatory Signaling Pathways. Genes Dev. 2009, 23,
681-693. [CrossRef]

Jepsen, K.; Gleiberman, A.S.; Shi, C.; Simon, D.l.; Rosenfeld, M.G. Cooperative Regulation in Development by SMRT and FOXP1.
Genes Dev. 2008, 22, 740-745. [CrossRef]

Kumar, S.; Cunningham, T.J.; Duester, G. Nuclear Receptor Corepressors Ncorl and Ncor2 (Smrt) Are Required for Retinoic Acid-
Dependent Repression of Fgf8 during Somitogenesis. Dev. Biol. 2016, 418, 204-215. [CrossRef]

Duong, V.; Augereau, P.; Badia, E.; Jalaguier, S.; Cavailles, V. Regulation of Hormone Signaling by Nuclear Receptor Interacting
Proteins. Adv. Exp. Med. Biol. 2008, 617, 121-127. [CrossRef]

Ogawa, K.; Yagi, T.; Guo, T.; Takeda, K.; Ohguchi, H.; Koyama, H.; Aotani, D.; Imaeda, K.; Kataoka, H.; Tanaka, T. Pemafibrate, a
Selective PPARa Modulator, and Fenofibrate Suppress Microglial Activation through Distinct PPARa and SIRT1-Dependent Pathways.
Biochem. Biophys. Res. Commun. 2020, 524, 385-391. [CrossRef]

Purushotham, A.; Schug, T.T.; Xu, Q.; Surapureddi, S.; Guo, X.; Li, X. Hepatocyte-Specific Deletion of SIRT1 Alters Fatty Acid
Metabolism and Results in Hepatic Steatosis and Inflammation. Cell Metab. 2009, 9, 327-338. [CrossRef] [PubMed]

Han, L.; Zhou, R.; Niu, J.; McNutt, M.A.; Wang, P.; Tong, T. SIRT1 Is Regulated by a PPAR{gamma}-SIRT1 Negative Feedback Loop
Associated with Senescence. Nucleic Acids Res. 2010, 38, 7458-7471. [CrossRef] [PubMed]

Naiman, S.; Huynh, F.K.; Gil, R.; Glick, Y.; Shahar, Y.; Touitou, N.; Nahum, L.; Avivi, M.Y.; Roichman, A.; Kanfi, Y.; et al. SIRT6 Promotes
Hepatic Beta-Oxidation via Activation of PPARalpha. Cell Rep. 2019, 29, 4127-4143.e8. [CrossRef] [PubMed]

Glass, C.K.; Rosenfeld, M.G. The Coregulator Exchange in Transcriptional Functions of Nuclear Receptors. Genes Dev. 2000, 14,
121-141. [PubMed]

Fritah, A.; Christian, M.; Parker, M.G. The Metabolic Coregulator RIP140: An Update. Am. J. Physiol. Endocrinol. Metab. 2010, 299, E335—
E340. [CrossRef] [PubMed]

Venkata, N.G.; Robinson, J.A.; Cabot, P.J.; Davis, B.; Monteith, G.R.; Roberts-Thomson, S.J. Mono(2-Ethylhexyl)Phthalate and Mono-
n-Butyl Phthalate Activation of Peroxisome Proliferator Activated-Receptors Alpha and Gamma in Breast. Toxicol. Lett.2006, 163,
224-234. [CrossRef] [PubMed]

Dawson, M.1.; Xia, Z. The Retinoid X Receptors and Their Ligands. Biochim. Biophys. Acta 2012, 1821, 21-56. [CrossRef]

Brunmeir, R.; Xu, F. Functional Regulation of PPARs through Post-Translational Modifications. Int. J. Mol. Sci. 2018, 19, 1738.
[CrossRef] [PubMed]

lershov, A.; Nemazanyy, |.; Alkhoury, C.; Girard, M.; Barth, E.; Cagnard, N.; Montagner, A.; Chretien, D.; Rugarli, E.I.; Guillou, H.; et al.
The Class 3 PI3K Coordinates Autophagy and Mitochondrial Lipid Catabolism by Controlling Nuclear Receptor PPAR a.. Nat. Commun.
2019, 10, 1566. [CrossRef] [PubMed]

90


http://doi.org/10.1016/j.tcb.2017.07.001
http://doi.org/10.1038/nrm.2017.115
http://doi.org/10.1002/cpps.70
http://doi.org/10.1210/me.2016-1132
http://doi.org/10.1016/S0092-8674(00)81118-6
http://doi.org/10.1126/science.aar3958
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29930091
http://doi.org/10.1080/15548627.2019.1609847
http://doi.org/10.1016/j.cmet.2019.04.013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31105043
http://doi.org/10.3390/ijms19051472
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29762540
http://doi.org/10.1111/febs.14440
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29575726
http://doi.org/10.1126/science.1065961
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11701890
http://doi.org/10.1096/fj.202000055RR
http://doi.org/10.1101/gad.1773109
http://doi.org/10.1101/gad.1637108
http://doi.org/10.1016/j.ydbio.2016.08.005
http://doi.org/10.1007/978-0-387-69080-3_11
http://doi.org/10.1016/j.bbrc.2020.01.118
http://doi.org/10.1016/j.cmet.2009.02.006
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19356714
http://doi.org/10.1093/nar/gkq609
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20660480
http://doi.org/10.1016/j.celrep.2019.11.067
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31851938
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10652267
http://doi.org/10.1152/ajpendo.00243.2010
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20530738
http://doi.org/10.1016/j.toxlet.2005.11.001
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16326050
http://doi.org/10.1016/j.bbalip.2011.09.014
http://doi.org/10.3390/ijms19061738
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29895749
http://doi.org/10.1038/s41467-019-09598-9
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30952952

174.

175.

176.

177.
178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

189.

190.

191.

192.

193.

194.

195.

196.

197.

198.

Shalev, A.; Siegrist-Kaiser, C.A.; Yen, P.M.; Wahli, W.; Burger, A.G.; Chin, W.W.; Meier, C.A. The Peroxisome Proliferator-Activated
Receptor Alpha Is a Phosphoprotein: Regulation by Insulin. Endocrinology 1996, 137, 4499-4502. [CrossRef] [PubMed]

Chamouton, J.; Latruffe, N. PPARa/HNF4a Interplay on Diversified Responsive Elements. Relevance in the Regulation of Liver
Peroxisomal Fatty Acid Catabolism. Curr. Drug Metab. 2012, 13, 1436—1453. [CrossRef]

Scarpulla, R.C. Metabolic Control of Mitochondrial Biogenesis through the PGC-1 Family Regulatory Network. Biochim. Biophys. Acta
2011, 1813, 1269-1278. [CrossRef]

Hashimoto, T. Individual Peroxisomal Beta-Oxidation Enzymes. Ann. N. Y. Acad. Sci. 1982, 386, 5-12. [CrossRef] [PubMed]

Reddy, J.K. Peroxisome Proliferators and Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Alpha: Biotic and Xenobiotic Sensing. Am.]. Pathol.
2004, 164, 2305-2321. [CrossRef]

Raas, Q.; Gondcaille, C.; Hamon, Y.; Leoni, V.; Caccia, C.; Menetrier, F.; Lizard, G.; Trompier, D.; Savary, S. CRISPR/Cas9-Mediated
Knockout of Abcd1 and Abcd2 Genes in BV-2 Cells: Novel Microglial Models for X-Linked Adrenoleukodystrophy. Biochim. Biophys.
Acta Mol. Cell Biol. Lipids 2019, 1864, 704-714. [CrossRef] [PubMed]

Dixon, E.D.; Nardo, A.D.; Claudel, T.; Trauner, M. The Role of Lipid Sensing Nuclear Receptors (PPARs and LXR) and Metabolic
Lipases in Obesity, Diabetes and NAFLD. Genes 2021, 12, 645. [CrossRef] [PubMed]

Wang, Y.; Nakajima, T.; Gonzalez, F.J.; Tanaka, N. PPARs as Metabolic Regulators in the Liver: Lessons from Liver-SpecificPPAR-
Null Mice. Int. J. Mol. Sci. 2020, 21, 2061. [CrossRef]

Haro, D.; Marrero, P.F.; Relat, J. Nutritional Regulation of Gene Expression: Carbohydrate-, Fat- and Amino Acid-Dependent
Modulation of Transcriptional Activity. Int. . Mol. Sci. 2019, 20, 1386. [CrossRef] [PubMed]

Vega, R.B.; Kelly, D.P. Cardiac Nuclear Receptors: Architects of Mitochondrial Structure and Function. . Clin. Investig. 2017, 127,
1155-1164. [CrossRef] [PubMed]

Gao, Q.; Jia, Y.; Yang, G.; Zhang, X.; Boddu, P.C.; Petersen, B.; Narsingam, S.; Zhu, Y.-J.; Thimmapaya, B.; Kanwar, Y.S.; et al. PPARa-
Deficient Ob/Ob Obese Mice Become More Obese and Manifest Severe Hepatic Steatosis Due to Decreased Fatty Acid Oxidation.
Am. |. Pathol. 2015, 185, 1396-1408. [CrossRef] [PubMed]

Tonsgard, J.H.; Getz, G.S. Effect of Reye’s Syndrome Serum on Isolated Chinchilla Liver Mitochondria. J. Clin. Investig. 1985, 76,
816-825. [CrossRef] [PubMed]

Inokuchi-Shimizu, S.; Park, E.J.; Roh, Y.S.; Yang, L.; Zhang, B.; Song, J.; Liang, S.; Pimienta, M.; Taniguchi, K.; Wu, X.; et al. TAK1-
Mediated Autophagy and Fatty Acid Oxidation Prevent Hepatosteatosis and Tumorigenesis. J. Clin. Investig. 2014, 124, 3566—3578.
[CrossRef] [PubMed]

Park, H.S.; Lim, J.H.; Kim, M.Y.; Kim, Y.; Hong, Y.A.; Choi, S.R.; Chung, S.; Kim, H.W.; Choi, B.S.; Kim, Y.S.; et al. Resveratrol
Increases AdipoR1 and AdipoR2 Expression in Type 2 Diabetic Nephropathy. J. Transl. Med. 2016, 14, 176. [CrossRef]

Wanders, R.J.A,; Ferdinandusse, S.; Brites, P.; Kemp, S. Peroxisomes, Lipid Metabolism and Lipotoxicity. Biochim. Biophys. Acta
2010, 1801, 272-280. [CrossRef] [PubMed]

Pontis, S.; Ribeiro, A.; Sasso, O.; Piomelli, D. Macrophage-Derived Lipid Agonists of PPAR-a as Intrinsic Controllers of Inflammation.
Crit. Rev. Biochem. Mol. Biol. 2016, 51, 7-14. [CrossRef]

Vluggens, A.; Andreoletti, P.; Viswakarma, N.; Jia, Y.; Matsumoto, K.; Kulik, W.; Khan, M.; Huang, J.; Guo, D.; Yu, S.; et al. Reversal
of Mouse Acyl-CoA Oxidase 1 (ACOX1) Null Phenotype by Human ACOX1b Isoform [Corrected]. Lab. Investig. 2010, 90, 696—708.
[CrossRef]

Qi, W.; Gutierrez, G.E.; Gao, X.; Dixon, H.; McDonough, J.A.; Marini, A.M.; Fisher, A.L. The w-3 Fatty Acid a-Linolenic Acid Extends
Caenorhabditis Elegans Lifespan via NHR-49/PPARa and Oxidation to Oxylipins. Aging Cell 2017, 16, 1125-1135. [CrossRef]

Fock, E.; Lavrova, E.; Bachteeva, V.; Nikolaeva, S.; Parnova, R. Suppression of Fatty Acid B-Oxidation and Energy Deficiency as a Cause of
Inhibitory Effect of E. Coli Lipopolysaccharide on Osmotic Water Transport in the Frog Urinary Bladder. Comp. Biochem. Physiol. Part C
Toxicol. Pharmacol. 2019, 218, 81-87. [CrossRef]

Ling, Y.; Shi, Z.; Yang, X.; Cai, Z.; Wang, L.; Wu, X.; Ye, A.; Jiang, J. Hypolipidemic Effect of Pure Total Flavonoids from Peel of Citrus
(PTFC) on Hamsters of Hyperlipidemia and Its Potential Mechanism. Exp. Gerontol. 2020, 130, 110786. [CrossRef]

Li, L.-Y.; Lv, H.-B.; Jiang, Z.-Y.; Qiao, F.; Chen, L.-Q.; Zhang, M.-L.; Du, Z.-Y. Peroxisomal Proliferator-Activated Receptor a-b Deficiency
Induces the Reprogramming of Nutrient Metabolism in Zebrafish. J. Physiol. 2020, 598, 4537-4553. [CrossRef]

El Kebbaj, Z.; Andreoletti, P.; Mountassif, D.; Kabine, M.; Schohn, H.; Dauca, M.; Latruffe, N.; El Kebbaj, M.S.; Cherkaoui-Malki,

M. Differential Regulation of Peroxisome Proliferator-Activated Receptor (PPAR)-Alpha 1 and Truncated PPAR Alpha 2 as an
Adaptive Response to Fasting in the Control of Hepatic Peroxisomal Fatty Acid Beta-Oxidation in the Hibernating Mammal.
Endocrinology 2008, 150, 1192-1201. [CrossRef]

Braissant, O.; Foufelle, F.; Scotto, C.; Dauga, M.; Wahli, W. Differential Expression of Peroxisome Proliferator-Activated Receptors (PPARs):
Tissue Distribution of PPAR-Alpha, -Beta, and -Gamma in the Adult Rat. Endocrinology 1996, 137, 354-366. [CrossRef] [PubMed]

Warden, A.; Truitt, J.; Merriman, M.; Ponomareva, O.; Jameson, K.; Ferguson, L.B.; Mayfield, R.D.; Harris, R.A. Localization of PPAR
Isotypes in the Adult Mouse and Human Brain. Sci. Rep. 2016, 6, 27618. [CrossRef] [PubMed]

Mariani, M.M.; Malm, T.; Lamb, R.; Jay, T.R.; Neilson, L.; Casali, B.; Medarametla, L.; Landreth, G.E. Neuronally-Directed Effects of
RXR Activation in a Mouse Model of Alzheimer’s Disease. Sci. Rep. 2017, 7, 42270. [CrossRef] [PubMed]

91


http://doi.org/10.1210/endo.137.10.8828512
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8828512
http://doi.org/10.2174/138920012803762738
http://doi.org/10.1016/j.bbamcr.2010.09.019
http://doi.org/10.1111/j.1749-6632.1982.tb21403.x
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6953852
http://doi.org/10.1016/S0002-9440(10)63787-X
http://doi.org/10.1016/j.bbalip.2019.02.006
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30769094
http://doi.org/10.3390/genes12050645
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/33926085
http://doi.org/10.3390/ijms21062061
http://doi.org/10.3390/ijms20061386
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30893897
http://doi.org/10.1172/JCI88888
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28192373
http://doi.org/10.1016/j.ajpath.2015.01.018
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25773177
http://doi.org/10.1172/JCI112039
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/4031073
http://doi.org/10.1172/JCI74068
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24983318
http://doi.org/10.1186/s12967-016-0922-9
http://doi.org/10.1016/j.bbalip.2010.01.001
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20064629
http://doi.org/10.3109/10409238.2015.1092944
http://doi.org/10.1038/labinvest.2010.46
http://doi.org/10.1111/acel.12651
http://doi.org/10.1016/j.cbpc.2019.01.001
http://doi.org/10.1016/j.exger.2019.110786
http://doi.org/10.1113/JP279814
http://doi.org/10.1210/en.2008-1394
http://doi.org/10.1210/endo.137.1.8536636
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8536636
http://doi.org/10.1038/srep27618
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27283430
http://doi.org/10.1038/srep42270
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28205585

199.

200.

201.

202.

203.

204.

205.

206.

207.

208.

209.

210.

211.

212.

213.

214.

215.

216.

217.

218.

2109.

220.

221.

Raso, G.M.; Esposito, E.; Vitiello, S.; lacono, A.; Santoro, A.; D’Agostino, G.; Sasso, O.; Russo, R.; Piazza, P.V.; Calignano, A.; et al.
Palmitoylethanolamide Stimulation Induces Allopregnanolone Synthesis in C6 Cells and Primary Astrocytes: Involvement of
Peroxisome-Proliferator Activated Receptor-a. J. Neuroendocrinol. 2011, 23, 591-600. [CrossRef]

Roy, A.; Jana, M.; Corbett, G.T.; Ramaswamy, S.; Kordower, J.H.; Gonzalez, F.J.; Pahan, K. Regulation of Cyclic AMP Response Element
Binding and Hippocampal Plasticity-Related Genes by Peroxisome Proliferator-Activated Receptor a. Cell Rep. 2013, 4, 724-737. [CrossRef]
Marx, N.; Duez, H.; Fruchart, J.-C.; Staels, B. Peroxisome Proliferator-Activated Receptors and Atherogenesis: Regulators of Gene Expression
in Vascular Cells. Circ. Res. 2004, 94, 1168-1178. [CrossRef] [PubMed]

Morinishi, T.; Tokuhara, Y.; Ohsaki, H.; Ibuki, E.; Kadota, K.; Hirakawa, E. Activation and Expression of Peroxisome Proliferator- Activated
Receptor Alpha Are Associated with Tumorigenesis in Colorectal Carcinoma. PPAR Res. 2019, 2019, 7486727. [CrossRef] [PubMed]
Kliewer, S.A.; Forman, B.M.; Blumberg, B.; Ong, E.S.; Borgmeyer, U.; Mangelsdorf, D.J.; Umesono, K.; Evans, R.M. Differential
Expression and Activation of a Family of Murine Peroxisome Proliferator-Activated Receptors. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1994,91,
7355-7359. [CrossRef] [PubMed]

Costet, P.; Legendre, C.; Moré, J.; Edgar, A.; Galtier, P.; Pineau, T. Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Alpha-lsoform
Deficiency Leads to Progressive Dyslipidemia with Sexually Dimorphic Obesity and Steatosis. J. Biol. Chem. 1998, 273, 29577-29585.
[CrossRef]

Stec, D.E.; Gordon, D.M.; Hipp, J.A.; Hong, S.; Mitchell, Z.L.; Franco, N.R.; Robison, J.W.; Anderson, C.D.; Stec, D.F.; Hinds, T.D. Loss of
Hepatic PPARa Promotes Inflammation and Serum Hyperlipidemia in Diet-Induced Obesity. Am. ]. Physiol. Regul. Integr. Comp. Physiol.
2019, 317, R733-R745. [CrossRef] [PubMed]

Chen, X.; Ward, S.C.; Cederbaum, A.l.; Xiong, H.; Lu, Y. Alcoholic Fatty Liver Is Enhanced in CYP2A5 Knockout Mice: The Role of the
PPARa-FGF21 Axis. Toxicology 2017, 379, 12-21. [CrossRef]

Francque, S.; Verrijken, A.; Caron, S.; Prawitt, J.; Paumelle, R.; Derudas, B.; Lefebvre, P.; Taskinen, M.-R.; Van Hul, W.; Mertens, |.;et al.
PPARa Gene Expression Correlates with Severity and Histological Treatment Response in Patients with Non-Alcoholic Steatohepatitis.
J. Hepatol. 2015, 63, 164-173. [CrossRef]

Ip, E.; Farrell, G.C.; Robertson, G.; Hall, P.; Kirsch, R.; Leclercq, |. Central Role of PPARalpha-Dependent Hepatic Lipid Turnoverin
Dietary Steatohepatitis in Mice. Hepatology 2003, 38, 123-132. [CrossRef]

Patsouris, D.; Reddy, J.K.; Miller, M.; Kersten, S. Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Alpha Mediates the Effects of High-Fat
Diet on Hepatic Gene Expression. Endocrinology 2006, 147, 1508-1516. [CrossRef]

Stienstra, R.; Mandard, S.; Patsouris, D.; Maass, C.; Kersten, S.; Miller, M. Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Alpha Protects
against Obesity-Induced Hepatic Inflammation. Endocrinology 2007, 148, 2753-2763. [CrossRef]

Rando, G.; Tan, C.K.; Khaled, N.; Montagner, A.; Leuenberger, N.; Bertrand-Michel, J.; Paramalingam, E.; Guillou, H.; Wahli, W.
Glucocorticoid Receptor-PPARa Axis in Fetal Mouse Liver Prepares Neonates for Milk Lipid Catabolism. Elife 2016, 5, e11853.
[CrossRef]

Montagner, A.; Polizzi, A.; Fouché, E.; Ducheix, S.; Lippi, Y.; Lasserre, F.; Barquissau, V.; Régnier, M.; Lukowicz, C.; Benhamed, F.;et al.
Liver PPARa Is Crucial for Whole-Body Fatty Acid Homeostasis and Is Protective against NAFLD. Gut 2016, 65, 1202—-1214. [CrossRef]
[PubMed]

Polizzi, A.; Fouché, E.; Ducheix, S.; Lasserre, F.; Marmugi, A.P.; Mselli-Lakhal, L.; Loiseau, N.; Wahli, W.; Guillou, H.; Montagner,

A. Hepatic Fasting-Induced PPARa Activity Does Not Depend on Essential Fatty Acids. Int. . Mol. Sci. 2016, 17, 1624. [CrossRef] [PubMed]
Régnier, M.; Polizzi, A.; Lippi, Y.; Fouché, E.; Michel, G.; Lukowicz, C.; Smati, S.; Marrot, A.; Lasserre, F.; Naylies, C.; et al. Insightsinto
the Role of Hepatocyte PPARa Activity in Response to Fasting. Mol. Cell. Endocrinol. 2018, 471, 75-88. [CrossRef] [PubMed]

Brocker, C.N.; Patel, D.P.; Velenosi, T.J.; Kim, D.; Yan, T.; Yue, J.; Li, G.; Krausz, K.W.; Gonzalez, F.J. Extrahepatic PPARa ModulatesFatty
Acid Oxidation and Attenuates Fasting-Induced Hepatosteatosis in Mice. ]. Lipid Res. 2018, 59, 2140-2152. [CrossRef]

Jordan, S.; Tung, N.; Casanova-Acebes, M.; Chang, C.; Cantoni, C.; Zhang, D.; Wirtz, T.H.; Naik, S.; Rose, S.A.; Brocker, C.N.; et al.
Dietary Intake Regulates the Circulating Inflammatory Monocyte Pool. Cell 2019, 178, 1102-1114.e17. [CrossRef] [PubMed]

Régnier, M.; Polizzi, A.; Smati, S.; Lukowicz, C.; Fougerat, A.; Lippi, Y.; Fouché, E.; Lasserre, F.; Naylies, C.; Bétoulieres, C.; et al.
Hepatocyte-Specific Deletion of Ppara Promotes NAFLD in the Context of Obesity. Sci. Rep. 2020, 10, 6489. [CrossRef] [PubMed]
Batatinha, H.A.P.; Lima, E.A.; Teixeira, A.A.S.; Souza, C.0.; Biondo, L.A.; Silveira, L.S.; Lira, F.S.; Rosa Neto, J.C. Association Between
Aerobic Exercise and Rosiglitazone Avoided the NAFLD and Liver Inflammation Exacerbated in PPAR-a Knockout Mice. . Cell. Physiol.
2017, 232, 1008—-1019. [CrossRef] [PubMed]

Brocker, C.N.; Yue, J.; Kim, D.; Qu, A.; Bonzo, J.A.; Gonzalez, F.J. Hepatocyte-Specific PPARA Expression Exclusively Promotes Agonist-
Induced Cell Proliferation without Influence from Nonparenchymal Cells. Am. J. Physiol. Gastrointest. Liver Physiol. 2017, 312, G283~
G299. [CrossRef] [PubMed]

Stanley, W.C.; Recchia, F.A.; Lopaschuk, G.D. Myocardial Substrate Metabolism in the Normal and Failing Heart. Physiol. Rev.
2005, 85, 1093-1129. [CrossRef] [PubMed]

Kaimoto, S.; Hoshino, A.; Ariyoshi, M.; Okawa, Y.; Tateishi, S.; Ono, K.; Uchihashi, M.; Fukai, K.; lwai-Kanai, E.; Matoba, S. Activation
of PPAR-a in the Early Stage of Heart Failure Maintained Myocardial Function and Energetics in Pressure-OverloadHeart Failure. Am.
J. Physiol. Heart Circ. Physiol. 2017, 312, H305-H313. [CrossRef] [PubMed]

92


http://doi.org/10.1111/j.1365-2826.2011.02152.x
http://doi.org/10.1016/j.celrep.2013.07.028
http://doi.org/10.1161/01.RES.0000127122.22685.0A
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15142970
http://doi.org/10.1155/2019/7486727
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31354797
http://doi.org/10.1073/pnas.91.15.7355
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8041794
http://doi.org/10.1074/jbc.273.45.29577
http://doi.org/10.1152/ajpregu.00153.2019
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31483154
http://doi.org/10.1016/j.tox.2017.01.016
http://doi.org/10.1016/j.jhep.2015.02.019
http://doi.org/10.1053/jhep.2003.50307
http://doi.org/10.1210/en.2005-1132
http://doi.org/10.1210/en.2007-0014
http://doi.org/10.7554/eLife.11853
http://doi.org/10.1136/gutjnl-2015-310798
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26838599
http://doi.org/10.3390/ijms17101624
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27669233
http://doi.org/10.1016/j.mce.2017.07.035
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28774777
http://doi.org/10.1194/jlr.M088419
http://doi.org/10.1016/j.cell.2019.07.050
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31442403
http://doi.org/10.1038/s41598-020-63579-3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32300166
http://doi.org/10.1002/jcp.25440
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27216550
http://doi.org/10.1152/ajpgi.00205.2016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28082284
http://doi.org/10.1152/physrev.00006.2004
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15987803
http://doi.org/10.1152/ajpheart.00553.2016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28011586

222.

223.

224.

225.

226.

227.

228.

229.
230.
231.

232.

233.

234.

235.

236.

237.

238.

2309.

240.

241.

242.

Di Paola, R.; Cordaro, M.; Crupi, R.; Siracusa, R.; Campolo, M.; Bruschetta, G.; Fusco, R.; Pugliatti, P.; Esposito, E.; Cuzzocrea,

S. Protective Effects of Ultramicronized Palmitoylethanolamide (PEA-Um) in Myocardial Ischaemia and Reperfusion Injury in
VIVO. Shock 2016, 46, 202-213. [CrossRef] [PubMed]

Standage, S.W.; Waworuntu, R.L.; Delaney, M.A.; Maskal, S.M.; Bennion, B.G.; Duffield, J.S.; Parks, W.C.; Liles, W.C.; McGuire,
J.K. Nonhematopoietic Peroxisome Proliferator-Activated Receptor-a Protects Against Cardiac Injury and Enhances Survival in
Experimental Polymicrobial Sepsis. Crit. Care Med. 2016, 44, e594-e603. [CrossRef]

Yammine, A.; Namsi, A.; Vervandier-Fasseur, D.; Mackrill, J.J.; Lizard, G.; Latruffe, N. Polyphenols of the Mediterranean Diet and Their
Metabolites in the Prevention of Colorectal Cancer. Molecules 2021, 26, 3483. [CrossRef] [PubMed]

Castrejon-Tellez, V.; Rodriguez-Pérez, J.M.; Pérez-Torres, |.; Pérez-Hernandez, N.; Cruz-Lagunas, A.; Guarner-Lans, V.; Vargas- Alarcon,
G.; Rubio-Ruiz, M.E. The Effect of Resveratrol and Quercetin Treatment on PPAR Mediated Uncoupling Protein (UCP-)1, 2, and 3
Expression in Visceral White Adipose Tissue from Metabolic Syndrome Rats. Int. . Mol. Sci. 2016, 17, 1069. [CrossRef]

Zhou, Y,; Lin, S.; Zhang, L.; Li, Y. Resveratrol Prevents Renal Lipotoxicity in High-Fat Diet-Treated Mouse Model through Regulating
PPAR-a Pathway. Mol. Cell. Biochem. 2016, 411, 143—150. [CrossRef]

Barone, R.; Rizzo, R.; Tabbi, G.; Malaguarnera, M.; Frye, R.E.; Bastin, J. Nuclear Peroxisome Proliferator-Activated Receptors (PPARs)
as Therapeutic Targets of Resveratrol for Autism Spectrum Disorder. Int. ]. Mol. Sci. 2019, 20, 1878. [CrossRef] [PubMed]

Fantacuzzi, M.; De Filippis, B.; Amoroso, R.; Giampietro, L. PPAR Ligands Containing Stilbene Scaffold. Mini Rev. Med. Chem.
2019, 19, 1599-1610. [CrossRef] [PubMed]

Bastin, J.; Djouadi, F. Resveratrol and Myopathy. Nutrients 2016, 8, 254. [CrossRef] [PubMed]

Sun, X.; Yamasaki, M.; Katsube, T.; Shiwaku, K. Effects of Quercetin Derivatives from Mulberry Leaves: Improved Gene Expression
Related Hepatic Lipid and Glucose Metabolism in Short-Term High-Fat Fed Mice. Nutr. Res. Pract. 2015, 9, 137-143.[CrossRef]
Wang, L.L.; Zhang, Z.C.; Hassan, W.; Li, Y.; Liu, J.; Shang, J. Amelioration of Free Fatty Acid-Induced Fatty Liver by Quercetin-3-0-3-D-
Glucuronide through Modulation of Peroxisome Proliferator-Activated Receptor-Alpha/Sterol Regulatory Element-Binding Protein-1c
Signaling. Hepatol. Res. 2016, 46, 225-238. [CrossRef]

Chen, D.; Daniel, K.G.; Kuhn, D.J.; Kazi, A.; Bhuiyan, M.; Li, L.; Wang, Z.; Wan, S.B.; Lam, W.H.; Chan, T.H.; et al. Green Tea and Tea
Polyphenols in Cancer Prevention. Front. Biosci. 2004, 9, 2618-2631. [CrossRef] [PubMed]

Zhang, S.; Yang, X.; Luo, J.; Ge, X.; Sun, W.; Zhu, H.; Zhang, W.; Cao, J.; Hou, Y. PPARa Activation Sensitizes Cancer Cells to
Epigallocatechin-3-Gallate (EGCG) Treatment via Suppressing Heme Oxygenase-1. Nutr. Cancer 2014, 66, 315-324. [CrossRef]
[PubMed]

Yang, H.; Zuo, X.Z.; Tian, C.; He, D.L.; Yi, W.J.; Chen, Z.; Zhang, P.W.; Ding, S.B.; Ying, C.J. Green Tea Polyphenols Attenuate High-
Fat Diet-Induced Renal Oxidative Stress through SIRT3-Dependent Deacetylation. Biomed. Environ. Sci. 2015, 28, 455-459. [CrossRef]
[PubMed]

Chen, J.-W.; Kong, Z.-L.; Tsai, M.-L.; Lo, C.-Y.; Ho, C.-T.; Lai, C.-S. Tetrahydrocurcumin Ameliorates Free Fatty Acid-Induced Hepatic
Steatosis and Improves Insulin Resistance in HepG2 Cells. J. Food Drug Anal. 2018, 26, 1075-1085. [CrossRef]

Rimando, A.M.; Khan, S.I.; Mizuno, C.S.; Ren, G.; Mathews, S.T.; Kim, H.; Yokoyama, W. Evaluation of PPARa Activation by
Known Blueberry Constituents. . Sci. Food Agric. 2016, 96, 1666—1671. [CrossRef] [PubMed]

Vitaglione, P.; Mazzone, G.; Lembo, V.; D’Argenio, G.; Rossi, A.; Guido, M.; Savoia, M.; Salomone, F.; Mennella, |.; De Filippis, F.; et
al. Coffee Prevents Fatty Liver Disease Induced by a High-Fat Diet by Modulating Pathways of the Gut-Liver Axis. J. Nutr. 5¢i.2019, 8,
el5. [CrossRef] [PubMed]

Bigagli, E.; Toti, S.; Lodovici, M.; Giovannelli, L.; Cinci, L.; D’Ambrosio, M.; Luceri, C. Dietary Extra-Virgin Olive Qil Polyphe-nols
Do Not Attenuate Colon Inflammation in Transgenic HLAB-27 Rats but Exert Hypocholesterolemic Effects through the Modulation of
HMGCR and PPAR-a Gene Expression in the Liver. Lifestyle Genom. 2018, 11, 99-108. [CrossRef] [PubMed]

Pirozzi, C.; Lama, A.; Simeoli, R.; Paciello, O.; Pagano, T.B.; Mollica, M.P.; Di Guida, F.; Russo, R.; Magliocca, S.; Canani, R.B.; et al.
Hydroxytyrosol Prevents Metabolic Impairment Reducing Hepatic Inflammation and Restoring Duodenal Integrity in a Rat Model of
NAFLD. J. Nutr. Biochem. 2016, 30, 108-115. [CrossRef] [PubMed]

Valenzuela, R.; lllesca, P.; Echeverria, F.; Espinosa, A.; Rincon-Cervera, M.A.; Ortiz, M.; Hernandez-Rodas, M.C.; Valenzuela, A.;
Videla, L.A. Molecular Adaptations Underlying the Beneficial Effects of Hydroxytyrosol in the Pathogenic Alterations Induced
by a High-Fat Diet in Mouse Liver: PPAR-a and Nrf2 Activation, and NF-KB down-Regulation. Food Funct. 2017, 8, 1526-1537.
[CrossRef]

El Kebbaj, R.; Andreoletti, P.; El Hajj, H.l.; El Kharrassi, Y.; Vamecq, J.; Mandard, S.; Saih, F.-E.; Latruffe, N.; El Kebbaj, M.S.; Lizard,G.; et
al. Argan Oil Prevents Down-Regulation Induced by Endotoxin on Liver Fatty Acid Oxidation and Gluconeogenesis and on Peroxisome
Proliferator-Activated Receptor Gamma Coactivator-1a, (PGC-1a), Peroxisome Proliferator-Activated Receptor a (PPARa) and Estrogen
Related Receptor a (ERRa). Biochim. Open 2015, 1, 51-59. [CrossRef] [PubMed]

Chen, X.; Wang, Q.; Shao, M.; Ma, L.; Guo, D.; Wu, Y.; Gao, P.; Wang, X.; Li, W.; Li, C.; etal. Ginsenoside Rb3 Regulates Energy
Metabolism and Apoptosis in Cardiomyocytes via Activating PPARa Pathway. Biomed. Pharmacother. 2019, 120, 109487.[CrossRef]
[PubMed]

93


http://doi.org/10.1097/SHK.0000000000000578
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26844976
http://doi.org/10.1097/CCM.0000000000001585
http://doi.org/10.3390/molecules26123483
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/34201125
http://doi.org/10.3390/ijms17071069
http://doi.org/10.1007/s11010-015-2576-y
http://doi.org/10.3390/ijms20081878
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30995737
http://doi.org/10.2174/1389557519666190603085026
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31161987
http://doi.org/10.3390/nu8050254
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27136581
http://doi.org/10.4162/nrp.2015.9.2.137
http://doi.org/10.1111/hepr.12557
http://doi.org/10.2741/1421
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15358585
http://doi.org/10.1080/01635581.2014.868909
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24447094
http://doi.org/10.3967/bes2015.064
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26177907
http://doi.org/10.1016/j.jfda.2018.01.005
http://doi.org/10.1002/jsfa.7269
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25996649
http://doi.org/10.1017/jns.2019.10
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31037218
http://doi.org/10.1159/000495516
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30630166
http://doi.org/10.1016/j.jnutbio.2015.12.004
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27012627
http://doi.org/10.1039/C7FO00090A
http://doi.org/10.1016/j.biopen.2015.10.002
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29632829
http://doi.org/10.1016/j.biopha.2019.109487
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31577975

243. Zhang, C.; Deng, J.; Liu, D.; Tuo, X.; Xiao, L.; Lai, B.; Yao, Q.; Liu, J.; Yang, H.; Wang, N. Nuciferine Ameliorates Hepatic
Steatosis in High-Fat Diet/Streptozocin-Induced Diabetic Mice through a PPARa/PPARy Coactivator-1a Pathway. Br.
J. Pharmacol. 2018,175, 4218-4228. [CrossRef] [PubMed]

244. Yu, H.; Li, C.; Yang, J.; Zhang, T.; Zhou, Q. Berberine Is a Potent Agonist of Peroxisome Proliferator Activated
Receptor Alpha.

Front. Biosci. 2016, 21, 1052-1060. [CrossRef]

94


http://doi.org/10.1111/bph.14482
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30129056
http://doi.org/10.2741/4440

3. Les maladies peroxysomales

3.1.  Lesconséquences de la déficience en p-oxydation peroxysomale

Les lipides représentent un facteur limitant nécessaire pour le développement neuronal, la
plasticité et I’intégrité des fonctions synaptiques (Adibhatla et Hatcher 2008; Tsui-Pierchala et al.
2002) . Un métabolisme lipidique déficient contribue a la pathogenese de différentes maladies
neurodégénératives telle que la maladie d’Alzheimer (Q. Liu et Zhang 2014; Q. Liu et al. 2010) ,
la maladie de Parkinson (G. Lin et al. 2018; 2019) et différentes pathologies associées au
dysfonctionnement (Chrast et al. 2011; Toshniwal et Zarling 1992). Un dysfonctionnement de la
voie de B-oxydation peroxysomale des lipides entraine un déficit dans certains lipides endogénes
tels que le DHA et le cholestérol ainsi qu’une accumulation toxique des acides gras a longues
chaines dans le plasma et les tissus (Stradomska 2018). Les précédentes études montrent que la
présence des peroxysomes dans les oligodendrocytes est nécessaire pour la protection des axons
et leur gaine de myéline (Baes et Aubourg 2009). Une voie de p-oxydation dérégulée se traduit par
des maladies pathologiques rares et séveres touchant le plus souvent les enfants en bas age. La
démyélinisation dans les leucodystrophies (altération de la matiére blanche) a pour conséquence
une conduction nerveuse défaillante, une axonopathie et une mort cellulaire des astrocytes et des
oligodendrocytes. Ces altérations sont accompagnées par avec une dérégulation importante du
calcium intracellulaire et une réduction du potentiel membranaire des mitochondries dans les
oligodendrocytes causant une destruction et une inflammation locale du systéeme nerveux central
(Kassmann et al. 2007). Les organes les plus vulnérables a ces attaques sont le foie les reins et les
glandes surrénales, ou les peroxysomes sont bien présents en nombre. Les travaux montrent que
chez les souris K.O. déficients en peroxysomes fonctionnels présentent une démyélinisation du

systéme nerveux central (Kassmann et al. 2007).
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Figure 11 : Illlustration schématique des mécanismes moléculaires associés a la pathogenése X-ALD et
a la déficience en ACOX1. Une mutation au niveau du géne ABCD1, code pour une protéine de transport
inopérante qui bloque le transport de VLCFA au peroxysome. L’absence de la protéine ACOX1 enzyme
clé de la dégradation des VLCFA provoque une défaillance de la f-oxydation ce qui entraine une
accumulation de ces derniéres dans les cellules. Ce qui impacte d’autres fonctions biologiques et cause
un dysfonctionnement mitochondrial, stress oxydatif, Stress du RE et puis mort cellulaire. ABCD1, ATP
binding cassette subfamily D member 1; ACOX1, acyl CoA oxydase 1; ER, Reticulum endoplasmique;
ROS, reactive oxygen species; VLCFA, very long chain fatty acid.

3.2.  Les leucodystrophies

Les maladies neurodégénératives comme les leucodystrophies liées aux
dysfonctionnements peroxysomaux sont des pathologies rares caractérisées par une démence
progressive et la détérioration des fonctions cognitives. Aujourd’hui, hormis la greffe allogénique
de cellules souches hématopoiétiques (allo-CSH) (Cartier et al. 2009) aucune thérapie ciblée n’est
disponible. Les micronutriments présents dans 1’alimentation pourraient retarder 1’apparition de
ces maladies neurodégénératives ou diminuer leurs progressions en ciblant les causes
pathologiques par leurs propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et anti-amyloidogénes
(Farzaei et al. 2018). Les maladies X-ALD et déficience et ACOX1 sont des maladies
neurodégeéneératives associées aux déficiences dans la dégradation des acides gras par 3-oxydation
peroxysomale, et possédent des caractéristiques communes (Eaton et al. 1996; Poirier et al. 2006;
Wanders et al. 2010). Chez I’homme, la déficience en ACOX1 (OMIM# 264470 ; appelée
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également la leucodystrophie pseudo-néonatale) est une maladie autosomique récessive qui cause
une perte rapide et sévére de la fonction cérébrale (Ferdinandusse et al. 2007). Celle maladie rare
est associée a la déficience d’une enzyme peroxysomale de la f-oxydation I’ACOX1(El Hajj et al.
2012). Les nouveaux nés avec une déficience en ACOX1 développent un retard de croissance et
souffrent d’une détérioration du systéme neurologique, des convulsions, avec une perte
progressive des habilités d’apprentissage, et d’expression (dyslexie, aphasie) notamment entre
I’age de 1 et 3 ans (Ferdinandusse et al. 2007). Leurs états de santé se complique avec le temps, et
développent également des réflexes exacerbés. Cette déficience se traduit également par une
surdité, une hypotonie, une apnée, une dysphagie, une dégénération de la rétine, une hépatomégalie
(Figure 12), et une augmentation du taux d’AGTLC dans le plasma et les tissus (Fournier et al.
1994) (Suzuki et al. 2002) (Figure 11). La plupart des enfants ayant la déficience peroxysomale
ACOX1 décedent a un age se situant entre 5 et 10 ans (Ferdinandusse et al. 2007).

Systeme nerveux défaillant

Convulsions graves Cécite

Surdité

Dyslexie/Aphasie
Apnée

Dysphagie
Hépatomégalie

Hypotonie

Figure 12: Les symptémes liées aux maladies de leucodystrophies. Les symptomes liés aux déficiences
peroxysomales apparaissent a un age précoce et se manifestent sous forme de troubles dans les activités
sensoriels et vitales de I’organisme. Dans la figure chaque symptéme est lié a ’organe altéré de
P’organisme humain.

L’x-ALD est causée par des mutations au niveau du gene ABCD1 (Figure 11) localisé au

sur le chromosome Xq28.1 codant pour ABCD1 (ALDP) qui participe a I’entrée du AGTLC-CoA
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dans le peroxysome (Genin et al. 2011). Depuis la découverte de I’x-ALD, 3698 variants ont été
rapportées (faux sens, décalage du cadre de lecture, non-sens, et large délétion...etc) et sont décrits

dans la base de données http://www.x-ald.nl (Pereira et al. 2012).

4. Lamicroglie

Découvertes pour la premiére fois en 1856 par Rudolf Virchow (Virchow 1856), les
microglies, étaient définies comme une population cellulaire du cerveau différentes des cellules
neuronales (Wolf et al. 2017; Hoeffel et Ginhoux 2015). Appelées microgliocytes par Rio Hortega,
elles proviennent du mésoderme et plus spécifiquement a partir du pool de macrophages primitives
de la vésicule vitelline qui apparaisse chez la souris au 8,5°™ jour de la phase embryonnaire (E)
(Wolf et al. 2017; Hoeffel et Ginhoux 2015). Chez 1’étre humain, les cellules microgliales peuvent
atre détectées dans la 13°™ semaine de la période de gestation alors que les microglies ramifiées
sont détectées dans la 21°™ semaine. Les cellules microgliales sont présentes dans les zones sous-
granulaires et sous-ventriculaires du cerveau mature (Sato 2015; Ribeiro Xavier et al. 2015). Ces
cellules représentent entre 5 a 20% des cellules gliales du SNC et forment les sentinelles du
systéme immunitaire par leurs capacités a détecter toutes anomalies ou lésions au sein du
parenchyme cérébral (Mecca et al. 2018). La microglie a une origine mésodermique contrairement
aux autres cellules du systeme nerveux central provenant du neuroectoderme et peut étre assimilée
aux leucocytes (Nayak et al. 2014). Les microglies sont les médiateurs primaires du systéme de
défense immunitaire au niveau de la SNC et un élément crucial pour la réponse inflammatoire. Les
microglies se sont des cellules résidentes, immunocompétentes et hyper-dynamiques du cerveau,
qui contribuent amplement au maintien de 1’intégrité du réseau neuronal (neurogenese) (Wolf et
al. 2017) ainsi que la réparation des dommages causés aux cellules (Prinz et Priller 2014). Les
microglies se distinguent des macrophages tissulaires en raison de leur phénotype homéostatique
unique et leur stricte régulation. Elles sont responsables de 1’¢limination des micro-organismes,
cellules mortes/cellules apoptotiques, les synapses redondantes, les agrégats de protéines et
d’autres particules et d’antigénes solubles qui peuvent endommager le SNC (Colonna et Butovsky
2017). La principale cascade de signalisation par laquelle les cellules microgliales interagissent
avec le réseau neuronal pour induire la mort cellulaire est médiée par TNFa (tumor necrosis factor-

a). Une autre cascade de signalisation aboutie a la production du superoxyde dismutase 1 pendant
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le métabolisme oxydatif. Les microglies participent au développement neuronal par la délivrance
des précurseurs neuronaux impliqués dans la prolifération et la survie des neurones (Wolf et al.
2017). Les cellules microgliales reconnaissent les cellules apoptotiques, et migrent vers différentes
régions du SNC soit avant soit durant le pic de I’apoptose (Wolf et al. 2017). Les microglies sont
activées par différents événements pathologiques déstabilisant I’homéostasie du cerveau, comme
des particules immuno-pathogénes et des neurotoxines. Elles libérent des médiateurs pro-
inflammatoires tels que le NO (oxyde nitrique) et les ROS (les espéces réactives d’oxygéne) ainsi
que des cytokines inflammatoires (X. Chen et al. 2012). Le processus d’activation est hautement
diversifi¢ et dépend du contexte et du type de 1’¢lément de stress ou de la pathologie. Elles
orchestrent I’immunité au niveau du systéme nerveux par l’interaction avec d’autres cellules
immunitaires infiltrantes. Les microglies ont diverses actions en intervenant depuis le niveau du
développement synaptique jusqu’aux effets cytotoxiques liés a une maladie du SNC. Des travaux
in vitro indiquent que I’IL-6 libérée par les cellules microgliales peut entrainer 1’apoptose des
neuroblastes (Wolf et al. 2017). Elle sont impliquées dans la phagocytose au niveau cérébral, et le
blocage de la phagocytose des microglies augmente le nombre de cellules neurales progénitrice
(NPCs) apoptotiques (neural progenitorcells) (Wolf et al. 2017). Ces NPC sont cellules
multipotentes qui peuvent se différencier en cellules gliales (astrocytes, oligodendrocytes) ou en
neurones. Les cellules microgliales immortalisées utilisées le plus souvent dans les études
mécanistiques sont une lignée de cellules murines (BV-2), générée en infectant les cultures de
cellules microgliales primaires de souris avec un oncogene v-raf/v-myc portant un rétrovirus (J2).
L’infection in vitro des cellules par le virus J2 génére une lignée cellulaire présentant des propriétés
morphologiques phénotypiques et fonctionnelles similaires aux cellules microgliales actives
(McCarthy et al. 2016).

Les cellules BV-2 microgliales sont des macrophages résidentes immunocompétentes du
systéeme nerveux central. Ces cellules originaires du mésoderme/mésenchyme migrent et forment
des sentinelles dans toutes les régions du SNC, se propagent a travers le parenchyme cérébral et
développe un phenotype morphologique bien spécifique ramifié de repos (Figure 13). Les
fonctions de scan et d’inspection assurés par les microglies exigent une forte motilité cellulaire
(Streit et al. 2014).
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Au biais d’une pléthore de voies de signalisation que les cellules microgliales communiquent
avec les neurones et d’autres cellules du systeme immunitaire. Les microglies sont considérées
comme les plus sensibles détecteurs des pathologies cérébrales. A chaque détection d’un signe de
Iésion cérébral ou de dysfonctionnement du systéme nerveux, les cellules microgliales subissent
un processus d’activation complexe de plusieurs étapes pour devenir des "cellules microgliales
activées". Cette forme cellulaire a la capacité de libérer des substances a effet néfaste ou bénéfique
pour les cellules environnantes. Les cellules microgliales activées peuvent migrer vers le site de la
Iésion, proliférer et phagocyter les cellules et les compartiments cellulaires (Streit et al. 2014).
Dans les leucodystrophies neurodégénératives peroxysomales liées a la déficience en ABCD1 ou
en ACOX1, laltération des cellules microgliales joue un rdle majeur dans le développement de la
pathologie et son aggravation. Grace a la méthode d’édition génique CRISPR/Cas9, notre
laboratoire a pu établir des modeles cellulaires pour étudier I’impact des déficiences
peroxysomales sur les cellules microgliales BV-2 murines (Raas, Saih, et al. 2019; Raas,
Gondcaille, et al. 2019).
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Figure 13: Les différents états cellulaires fonctionnels de la microglie peut étre défini a partir du
phénotype morphologique. A. Une microglie ramifiée montre des prolongations cytoplasmiques
ramifiées, avec lesquelles, elle explore son microenvironnement. B, Des microglies activées avec des
prolongations cytoplasmiques contractées et s'agrandit a cause de ’accumulation des organites et
augmentation de I'activité métabolique. C, Microglies en mode phagocytaire apparaissent souvent sous
forme de macrophages arrondie du cerveau. D, microglie dystrophique, la plupart se caractérisent par
des prolongations cytoplasmiques perlées, tordus ou fragmentés. Cortex cérébral humain coloré avec
I'anticorps Ibal. Barre = 20 um.(Streit et al. 2014)

5. ROle de I'inflammation

L’inflammation joue un rdle clé dans le maintien de 1’homéostasie par des voies de
signalisation aboutissant a la destruction des agents pathogenes et a la réparation de lésions
tissulaires (Medzhitov 2008; Talaat et al. 2015). L’inflammation persistante et excessive est
associee a plusieurs maladies chroniques liées a des dérégulations du systeme immunitaire telles
que I’arthrite, 1’asthme, 1’athérosclérose, les maladies auto-immunes, le diabete, le cancer, le
vieillissement (senescence), les maladies neurodégénératives et les inflammations intestinales
(Mclnnes et Schett 2007; Shin et al. 2014). Malgré les efforts déployés pour développer des
traitements anti-inflammatoires efficaces et avec moins d’effets secondaires, 1’utilisation des
substances antiinflammatoires disponibles sur le marché comme les stéroides et les anti-
inflammatoires non-stéroidiens (NSAIDs) est limitée par I’existence des effets secondaires ou le
manque de sélectivité. La molécule d’oxyde nitrique NO est importante dans les événements
d’immun-modulation permettant la suppression des agents pathogénes par la génération des
especes réactives de nitrogenes toxiques (RNS) comme la peroxynitrite (Wink et al. 2011). De
plus, le NO participe activement a I'amplification de I’inflammation via I’expression des génes
pro-inflammatoires comme les cytokines (H. Lee et al. 2015) et module la physiologie cellulaire
par les modifications post-traductionnelles des protéines cellulaires (Fortin et al. 2010). Le NO
joue le r6le de molécule de signalisation cellulaire et intervient dans différents processus de
régulation de voies métaboliques et du métabolisme énergétique tel que le métabolisme de lipides
et de glucides ainsi que dans les conditions d’inflammation (Anavi et Tirosh 2020). Des
études(Shinozaki et al. 2011; Farghali et al. 2008) prouvent I’implication de I’iNOS dans les
processus métabolique dans les cellules immunitaires et non immunitaires (Anavi et Tirosh 2020).
Le NO est synthétisé a partir de la L-arginine sous 1’action de I’oxyde nitrique synthase (NOS),
cette derniére forme une famille d'enzymes et comprend trois isoformes : 1’eNOS (NOS
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endotheliale), la nNOS (NOS neuronal) et I'iNOS (NOS inductible). Le NO produit par I’'iNOS
est associé au développement et la pathogenése de différentes maladies, comme
I’insulinorésistance, 1’obésité et les maladies du systéme cardiovasculaire. La synthése du NO est
initiée en réponse a des stimuli de stress oxydant ou d’infection, et est produit excessivement
pendant I’inflammation (Tsai et al. 2014). Les maladies comme le cancer, 1’arthrite, le choc
septique et I’accident ischémique cérébrale, sont souvent associées a la génération excessive de
NO et I’augmentation d’expression de la protéine iNOS (Fortin et al. 2010; Garcia-Bonilla et al.
2014). Différentes voies de signalisation comme celles de NF-kB (Nuclear factor-kB) et de MAPK
(mitogen-activated protein kinase) sont impliquées dans la régulation d’iNOS(J. Kim et al. 2010;
Pautz et al. 2010). Ces voies de signalisation sont interconnectées avec d’autres activités
biologique de la cellule (Perkins 2007; Roux et Blenis 2004) ce qui complique le processus de

développement des médicaments anti-inflammatoires sélectifs.

5.1. Les médiateurs d’inflammation

L’inflammation est un processus complexe mais nécessaire pour la réponse biologique
d’un organisme au stimuli physiques et chimiques. Elle est généralement décrite comme un
systeme composé de deux phases chevauchantes aiglie et chronique (Gabay et Kushner 1999).
Dans la phase aigiie, les lymphocytes et les granulocytes primaires migrent tout au long d’un
gradient chimiotactique jusqu’au site de I’inflammation grace aux cytokines, et aux protéines de
la phase aigie. Le but étant d’éliminer 1’¢1ément déclencheur de I’inflammation ou les cellules
endommagées et d’initier le processus de réparation (Coussens et Werb 2002). Cela dépend du
degré d’inflammation, parfois la phase aigiie est suffisamment efficace pour soulager et remédier
la 1ésion. L’inflammation persistante chronique est causée par une exposition prolongée a un
stimulus inflammatoire ou une réaction exacerbée envers des constituants de 1’organisme, comme
dans le cas des maladies auto-immunes. Elle peut entrainer une phase chronique, ou les cellules
immunitaires actives se différencient en phénotype mononucléaire, générant ainsi des lésions

tissulaires causant ainsi une fibrose (Germolec et al. 2018).
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Figure 14: Les médiateurs du processus d’inflammation. Cette figure résume le réle de différents
médiateurs dans le processus de I'inflammation de la phase aigie a la phase chronique. Abréviations :
PGE prostaglandin E, VIP vasoactive intestinal polypeptide, LTB leukotriene B, LTD leukotriene D,
PAF platelet-activating factor, IL interleukin, CXCL chemokine (C-X-C motif) ligand, CCL CC
chemokine ligand, IFN interferon, MCP monocyte chemoattractant protein, TGF transforming growth
factor, TNF tumor necrosis factor (d'apres Germolec et al. 2018).

Le mécanisme de l’inflammation représente une chaine de réponses organisees et
dynamiques incluant des événements cellulaires et vasculaires avec des sécrétions humorales
spéecifiques (Figure 14). Ces voies impliquent un changement physique de localisation des
globules blancs (monocytes, basophiles, éosinophiles et neutrophiles), plasma et liquides au site
d’inflammation (Abdulkhaleq et al. 2018). Un groupe de médiateurs sont sécrétés ainsi que
d’autres molécules de signalisation (p. ex. histamine, prostaglandines, leucotriénes, radicaux libres
dérivés d’oxygeéne et d’azote et sérotonine) qui sont libérées par des cellules de défense

immunitaires (Anwikar et Bhitre 2010).

5.1.1. Les médiateurs solubles de la réponse inflammatoire
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Les cytokines jouent le role de messagers moléculaires afin de coordonner et orchestrer
I’interaction et le contrdle entre différents types cellulaires contribuant a I’amplification et la
régulation des réponses immunitaires et inflammatoires. Une seule cytokine peut affecter tout un
réseau cellulaire et cibler plusieurs voies moléculaires a la fois et peut avoir un effet autocrine ou
paracrine tout dépend de la cible (Turner et al. 2014). Dans le cas d’une réponse immunitaire innée,
les cytokines sont principalement sécrétees par les cellules phagocytaires et les cellules NK, mais
dans le cas de la réponse immunitaire adaptive, elles sont produites par les cellules présentatrices
de I’antigéne (APCs) et les lymphocytes. Mais il y a toujours une interconnexion entre les deux
systemes immunitaire adaptatif et inné, et les cytokines contribuent majoritairement a cette
intercommunication (Chaplin 2010). La balance entre une réponse immunitaire efficace et une
Iésion tissulaire dépend de la régulation minutieuse du réseau de cytokines. Les cytokines ont une
demie vie courte et la majorité de ces médiateurs solubles sont éliminées rapidement pour
désactiver leurs effets inflammatoires. Les cytokines et les chimiokines, contribuent a
I’inflammation par différents mécanismes comme la facilitation de la chimiotaxie des leucocytes
vers le site d’inflammation, la modulation de la fonction des cellules immunitaires, et la
stimulation de la prolifération et la différentiation des cellules immunitaires. Les cytokines les
mieux connues dans la stimulation et la persistance des réponses inflammatoires sont : I’IL-6, I’IL-
1, I’IL-2, le TNF-q, I’IFN-y (interféron gamma), et le TGF-pB (transforming growth factor beta)
(Turner et al. 2014; Akdis et al. 2016). Les cytokines secrétées IL-1p, IL-8, TNF-a (tumor necrosis
factor alpha), IL-6, et IL-12 sont les plus remarquablement impliquées dans les réactions
inflammatoires (Rubin et Reisner 2014). La toxicité inflammatoire chez I’espéce animal est le plus
souvent attribuée a la sécrétion d’IL1B, d’IL-6, et de TNF-o causée par 1’exposition au LPS des

éléments pathogénes (Shivachandra et al. 2011).

51.1.1. IL-6

IL-6 est exprimé par différentes cellules telles que les phagocytes mononucléaires, les
lymphocytes T, les lymphocytes B, et les fibroblastes. Les cellules non immunitaires peuvent aussi
secreter IL-6, comme les hépatocytes pendant la phase aigle de la réponse inflammatoire. La
cytokine IL-6 etait identifiée auparavant comme un facteur de différentiation cellulaire des
lymphocytes B, due a son réle critique dans la maturation des lymphocytes B responsables de la

production des anticorps. L’IL-6 est aussi important pour 1’activation et la différentiation des
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lymphocytes T. En plus, elle joue le réle de médiateur des étapes initiales de la réponse
inflammatoire aigue, et son taux reste élevé pendant la phase chronique de I’inflammation (Turner
etal. 2014; Akdis et al. 2016; Norris et al. 2014). L’IL-6 est un membre de la famille des cytokines
IL-6, qui comprend le Facteur inhibiteur de la leucémie (LIF), Le facteur neurotrophique ciliaire
(CNTF), et I’oncostatine M (OSM). Elle est une cytokine pléiotrope multifonctionnelle impliquée
dans la régulation des réponses immunitaires aigues, hématopoiéses et inflammation. Elle est
produite par les cellules endothéliales, les fibroblastes, les monocytes et les macrophages en
réponse a différents stimuli (IL-1, IL-17, et TNF-a) pendant une inflammation systémique. Au cas
d’une réponse immunitaire innée, IL-6 orchestre la migration cellulaire des leucocytes et leurs
activations, induit la production des protéines de la phase aigue par les hépatocytes, favorise la
prolifération des lymphocytes T et la différentiation et la survie des lymphocytes ainsi que la

production des anticorps 1gG, IgA, et IgM (Hirano et al. 1985).

5.1.1.2. IL-1

La famille des cytokines IL-1 contient 11 différents membres qui ont tous ont des effets
pro-inflammatoire direct et indirect, permettant ainsi la stimulation de la production d’autres
cytokines, la secretion de prostaglandines et la génération des cellules a effet cytotoxiques. IL-1
était décrit comme une protéine inductrice de la fiévre et était nommée pyrogéne leucocytaire
humain. Elle comprend deux protéines majeures I’IL-1a et I’IL-1p (C A Dinarello et al. 1977).
L’IL-1 contribue avec les facteurs de stimulation des colonies (des glycoprotéines sécrétées qui se
lient aux protéines réceptrices a la surface des cellules souches hémopiétiques) a augmenter la
production des cellules d’inflammation dans la moelle osseuse. La famille des IL-1 peut étre
exprimée par différentes cellules, monocytes et macrophages. IL-1p est I’une des cytokines les
plus importantes avec un réle prépondérant comme membre pro-inflammatoire de la famille IL-1.
Elle permet la régulation de différentes réponses inflammatoires, elle régule en amont I’expression
de géne et la sécrétion de I’iINOS et de la cyclooxygénase de type 2 (COX-2). De plus, la cytokine
IL-1pB induit I’expression des molécules d’adhésion qui augmentent le recrutement des cellules

inflammatoires (Turner et al. 2014; Charles A. Dinarello 2009)
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5.1.13. TNF-a

Le TNF-a est principalement présent dans les réponses immunitaires innées et permet de
stimuler le processus inflammatoire par I’induction de la production des cytokines, ce qui mene a
I’induction de I’expression des molécules d’adhésion cellulaires et stimule la croissance et la
prolifération cellulaire. C’est une cytokine inflammatoire produite par les macrophages/monocytes
pendant la phase aigiie d’inflammation et est responsable d'un large éventail d'événements de
signalisation dans les cellules, conduisant a la nécrose ou a I'apoptose (ldriss et Naismith 2000).
Le TNF-a a été démontré dans différentes études comme médiateur de la régulation en aval de
I’expression des molécules complexes majeurs d’histocompatibilité de Classe I et I (MHC) de
certains types cellulaires, ce qui cause I’activation des cellules et puis la production des cytokines.
Le TNF-a est une cytokine pléiotropique impliquée dans le systéeme de défense de I’héte,
I’inflammation et 1’apoptose. Elle joue un double réle dans la régulation des réponses immunitaires.
Dans les deux cas elle a une fonction de médiateur pro-inflammatoire qui permet I’initiation d’une
forte réponse inflammatoire. Elle peut étre également un médiateur immunosuppresseur
permettant I’inhibition du développement des maladies auto-immunes et de cancers (Balkwill
2006). Indubitablement, TNF-a joue un role vital pour la cellule en maintenant de I’homéostasie
et limitant la durée du processus inflammatoire. Non seulement, elle joue un réle important dans
la défense contre les agents pathogénes de type viral, bactérie, champignon ou parasite et
particulierement dans les infections par les bactéries intracellulaires comme Mycobacterium
tuberculosis et Listeria monocytogenes (Akdis et al. 2016). Une élévation systémique du taux de
TNF-a peut générer un choc septique, et une augmentation locale de sa concentration cause les
cing signes d’inflammation fondamentales : chaleur, gonflement, rougeur, douleur, et perte de
fonction. Le TNF-a est impliqué dans les allergies particuliérement 1’asthme (S. D. Brown et al.

2015) et la dermatite atopique (Zimmermann et al. 2011).

51.14. IL-4

L’IL-4 est produite par les lymphocytes TH2, les ILCs type 2 (Innate lymphoid cells),

basophiles, les mastocytes et les éosinophiles. L’IL-4 régule le systéme immunitaire dans les
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conditions d’allergie, d’asthme allergique, de rhinite allergique, de diabete sucré, d’infection
parasitaire ou de leucémie lymphocytaire chronique (Howard et al. 1982). Elle permet la
maturation des cellules TH2 et inhibe le développement des cellules immunitaires type A comme
les TH1 et les macrophages M1. En plus, elle permet d’augmenter 1’expression de CMH de classe
2 sur la surface cellulaire des lymphocytes B. L’IL-4 prolonge la durée de vie des lymphocytes B
et T en culture, et joue le role de médiateur d’adhésion tissulaire et d’inflammation. (Akdis et al.

2016).

5.1.15. IL-10

L’IL-10 est une interleukine anti-inflammatoire (Saraiva et O’Garra 2010)produite par les
monocytes, lymphocytes T (souvent lymphocyte Treg type 1), lymphocytes B (lymphocytes Breg),
une petite fraction des cellules NK, les macrophages, et les cellules dendritiques. Sans oublier, les
mastocytes qui peuvent aussi produire IL-10 pour limiter le taux d’infiltration des leucocytes,
I’inflammation, et les 1ésions dermiques produites aprés une exposition chronique aux rayons UVB.
Elle inhibe I’expression de différentes cytokines pro-inflammatoire, chimiokines et les récepteurs
de chimiokines. En essai clinique, I’IL-10 peut favoriser la tolérance aux allergenes (Akdis et
Akdis 2009; Meiler et al. 2008; Palomares et al. 2014). L’IL-10 favorise a son tour, la survie, la
prolifération et la différentiation des lymphocytes B et suscite la production des anticorps 1gG.
(Stanic et al. 2015; Roediger et al. 2015; Akdis et Akdis 2009).

5.1.1.6. IL-8

L’interleukine-8 (IL-8) appartient & une petite famille de cytokines produite par différents
types de cellules: phagocytaires: les monocytes, les macrophages, les neutrophiles, les
lymphocytes, et les cellules épithéliales et endothéliales, apres stimulation par d’autres cytokines
pro-inflammatoires comme I’l1L-1a, I’IL-1B, I’IL-17, le TNF-a, ou les TLRs (récepteurs Toll-Like)
(Coelho et al. 2005). Elle active les neutrophiles induisant ainsi la chimiotaxie, 1’exocytose et
I’explosion oxydative. In vivo, I’IL-8 provoque une accumulation massive de neutrophiles dans le
site d’injection. L’IL-8 et d’autres cytokines sont produites dans différents tissues suite a une
infection, une inflammation, une ischémie, ou un trauma et sont considérées comme la cause
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principale de 1’accumulation locale des neutrophiles (Baggiolini et Clark-Lewis 1992). L’IL-8 a
été identifiée comme un facteur chimiotactique spécifique des neutrophiles, puis classée comme
membre de la famille des chimiokines CXC. La fonction principale de I’IL-8 est I’activation et le
recrutement des neutrophiles pour rejoindre le site d’infection ou d’inflammation. Elle peut aussi
attirer les cellules NK, les lymphocytes T, les basophiles, et les éosinophiles (S. M. Burke et al.
2008). Une augmentation de la concentration de IL-8 est détectée dans les sites d’inflammation
des patients atteint de psoriasis, d’arthrite rhumatoide ou ayant une infection par le virus
respiratoire syncytial, 1’asthme ou maladies pulmonaires obstructives chroniques.(Beigelman et al.
2015).

6. ROle du stress oxydant

Les espéces réactives d’oxygene sont produites constamment par les organismes
aérobiques sous forme de dérivés du métabolisme d’oxygene et cela inclut les radicaux libres
comme les anions superoxyde (Oz"), les radicaux hydroxyles (OH-) et les molécules non-
radicalaires comme le peroxyde d’hydrogéne (H202). Les sources endogénes des espéces réactives
d’oxygene peuvent étre originaires de réactions enzymatiques comme non enzymatiques. Les ROS
proviennent de la chaine respiratoire mitochondriale, les réactions enzymatiques catalysées par
différentes enzymes (5,10-methylenetetrahydrofolate réductase oxydase, xanthine oxydase,
peroxydases), la phagocytose, la synthese de la prostaglandine ou du systéme cytochrome P450
(Halliwell 2007) (Droge 2002). Les espéces réactives de 1’oxygene peuvent étre produites par une
source exogéne incluant les radiations ionisantes, les rayons UV et les produits chimiques oxydants.
A une petite dose, les especes réactives d’oxygene servent de second messager dans le processus
de signalisation cellulaire. Les ROS sont nécessaires pour le processus de maturation des structures
cellulaires et peuvent jouer le role d’une arme de défense biologique, ce qui renforce la
prolifération cellulaire et les voies de survie. Comme exemple de mécanisme de défense contre les
agents pathogeénes, les phagocytes (neutrophiles, macrophages, monocytes) secrétent des radicaux
libres pour détruire les microbes envahisseurs causant des maladies (Halliwell 2007). A doses
¢levés et suite a une exposition a trés long terme aux especes réactives d’oxygene, les ROS peuvent
provoquer des altérations cellulaires macromoléculaires de 1’ADN, des protéines, et des lipides,
ce qui peut causer une nécrose, I’apoptose et puis la mort cellulaire. Le stress oxydatif est un

déséquilibre entre la production des espéces réactives d’oxygene et la capacité antioxydante de la
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cellule a detoxifier et a eliminer les radicaux libres, lie a la génération excessive des ROS et/ou le
dysfonctionnement du systéme anti-oxydant (lenco et al. 2011). Les altérations biochimiques des
composés macromoléculaires peut générer des pathologies comme des maladies
neurodégeneératives (X. Chen et al. 2012). Ces derniéres sont caractérisées par la perte progressive
des cellules dans des régions vulnérables du systeme neuronal. Le plus souvent associées aux
agrégats de protéines du cytosquelettes formant des inclusions dans les neurones et/ou les cellules
gliales (Fulda et al. 2010). Les radicaux libres, avec un seul électron libre, sont considérés
hautement réactifs (Jakubczyk et al. 2020). Les radicaux libres les plus connus sont : 1’hydroxyle
(OH-), le superoxyde (O2-—), I’oxyde nitrique (NO-), le dioxyde d’azote (NO>-) et les groupements
peroxyle (ROO-) et peroxyle de lipide (LOO-). On trouve aussi les molécules comme le peroxyde
d’hydrogéne (H20-), I’0zone (O3), 1’oxygene singulet (102), I’acide hypochloreux (HCIO), I’acide
nitreux (HNO>), le peroxynitrite (ONOO") et le trioxyde de diazote (N203) (Genestra 2007). Les
radicaux libres endogenes sont genérés dans les cas de cellules immunitaires activées,
I’inflammation, le stress mental, 1’exercice excessif, 1’ischémie, I’infection, le cancer, et le
vieillissement (senescence). Les ROS exogénes proviennent de I’air et de la pollution des eaux,
les cigarettes, 1’alcool, des métaux de transition lourds (Cd, Hg, Pb, Fe, As), de la prise de certains
médicaments (cyclosporine, tacrolimus, gentamycine, bléomycine), de solvants industriels, de la
cuisine (la viande fumée, huile consommé, matiére grasse) et des radiations (Young et Woodside
2001; Valko et al. 2005; Valko et al. 2006; Mashima et al. 2001). La perte de 1’équilibre redox
déclenche une réponse inflammatoire pathogéne néfaste (Benz et Yau 2008).
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I11. Matériels et méthodes

1. Modeles expérimentaux

1.1.Modéle animal
Le modéle animal utilisé dans ces expérimentations sont des souris méales, adultes, et sains pesant

28 a 40g, de souche C57BL/6 J élevés a I’institut Pasteur de Casablanca.

1.2.Modeéle Cellulaire
Les cellules microgliales (BV2), provenant de souris femelles C57BL/6J, ont servi de modéle

cellulaire pour nos expérimentations in vitro et ont été achetées chez la société Italienne Banca-
Biologica e Cell Factory (catalog no. ATL03001).

Les cellules déficientes Acox1” (Raas, Saih, Gondcaille, Trompier, Hamon, Leoni, Caccia,
Nasser, Jadot, Ménétrier, et al. 2019), Abcd1” (Raas, Gondcaille, et al. 2019), Abcd2”- (Raas,
Gondcaille, et al. 2019) et les doubles déficientes Abcd1”/Abcd2”- (Raas, Gondcaille, et al. 2019)
ont été générées par la technique de biologie moléculaire CRISPR/cas9 au laboratoire hote
BioperoxIL, Université de Bourgogne a Dijon, (Raas, Gondcaille, et al. 2019).

2. Conditions expérimentales
2.1.Entretien des souris

C’est a I’animalerie de la Facult¢ de sciences et techniques de Settat et dans un
environnement optimal pour le maintien des souris a une température de 22 + 2 °C dans des cages
en polycarbonate (Makrolon®), avec un cycle circadien de 12 h lumiere/12 h obscurité. Les souris
ont recu un régime commercial standard de granulés et de I'eau potable a volonté. Tous les animaux
ont été traités conformément au Guide pour le soin et l'utilisation des animaux selon les
recommandations du comité d’éthique du National Institutes of Health des Etats-Unis
(2012)((National Research Council (US) Committee for the Update of the Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals 2011).

2.2.Culture cellulaire

Les cellules BV2 microgliales ont été cultivées dans un milieu synthétigue DMEM a 4.5¢/L
glucose sans pyruvate et avec de la glutamine, 3.7g/L NaHCO3 (P04-04500, PAN Biotech),
contenant 1% d’antibiotique (Pénicilline-Streptomycine) (11548876, Fisher scientific) et 10% du

sérum de veau foetal/SVF (15377636, Fisher scientific) décomplémenté a une température de 56°C
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pendant 30min dans un bain marie. Les cultures cellulaires ont été maintenues dans des incubateurs
a 37°C dans une atmosphére humifiée a 5% de CO2 (Sanyo MCO-5AC Incusafe Compact CO2
Incubator). L’entretien des cellules a été réalisé dans des conditions stériles sous une hotte a flux
laminaire (014727, Faster BHA 48). Le passage de cellules et le changement de milieu de culture
ont été faits quand les cultures atteignent 70% de confluence, par I’utilisation du Dulbecco’s
Phosphate buffer saline/ DPBS sans Ca®* et Mg?* (P04-36500-PAN Biotech) pour le ringage des
cellules et 0,05 % de trypsine (10x 0.5 % EDTA, 0.2% dans PBS sans Ca?* et Mg?*) (P10-024100,

PAN Biotech) pour déetacher les cellules adhérentes.

3. Les conditions de Traitement
3.1.Traitement de souris

3.1.1. Préparation de I’alimentation
Pendant toute la période de traitement les souris ont recu une quantité de granulés contenant

une huile naturelle : ’huile de graine de cactus (CSO), I’huile d’olive (OO) ou I’huile de colza
(CO). Les huiles de traitement sont premierement dissoutes dans de 1’acétone, pour un ratio
huile/acétone de 1:4 (V:V). Puis, cette solution huile/acétone a été bien mélangeée avec les granulés
pendant 15 min, permettant ainsi la diffusion de I’huile a I’intérieur de 1’aliment. Ensuite, les
granulés sont séchés a I’air, a température ambiante. Aprés 1’évaporation de 1’acétone durant 24h,
I’alimentation a été conservée dans des sacs en plastiques a température ambiante, dans un milieu

sec et a I’abri de la lumiére.

3.1.2. Conception de I’étude expérimentale

Selon leurs poids, 59 souris méales pesant 25 a 44 g ont été reparti en 10 groupes, chaque
groupe représente un lot de traitement. Dix groupes de 5 a 6 souris ont été hébergés dans des cages
en polycarbonate a I’animalerie de la faculté des sciences et techniques de Settat et recevaient un
régime commercial standard composeé de granulés et de I'eau potable a volonté. Apres 3 semaines
de phase d’adaptation, les souris ont recu un régime (70g/lot/jour) enrichi avec 6 % de I’huile de
graine de cactus, 6 % de I’huile d’olive, ou a 6 % en huile de colza (6g de I’huile qui correspond a
6,53ml / 100g de nourriture). Pendant cette période de traitement de 28 jours, les animaux ont été
observés et suivis quotidiennement pour évaluer I’effet du traitement sur leur poids et leur
comportement. Quatre heures avant la fin de la phase de traitement, les souris ont recu une

injection dans la veine caudale d’une solution de Lipopolysaccharides d’Escherichia coli O55:B5
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(L2880-10MG, sigma aldrich) fraichement préparée (solution 1mg/ml dans de I’eau physiologique
saline) avec une dose de 100ug/ 20g de poids de souris ou eau physiologique saline seule pour le

contrdle négatif. (Tableau 11)

Tableau 11: Conception de I'étude expérimentale sur les souris

LOTS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Controle +

Huile de Graine de Cactus + +

Huile d’Olive + +

Huile de Colza + +

Huile d’Argan +

LPS + + + +

Eau physiologique saline + + + + +

Quatre heures apres I’injection du LPS, les souris ont été sacrifiées et, le sang a été prélevé
par ponction cardiaque, a I’aide d’une seringue montée d’une aiguille, et collecté dans des tubes
héparinés, puis centrifugé a 8000g pendant 15 min pour récolter le plasma. Ensuite, les organes
(Cerveau, ceeur, foie et reins) ont été prélevés et congelés rapidement dans de la carboglace et

stockés a -80 °C.

3.2.Traitement des cellules

Les deux lignées cellulaires sauvages (Wt) et mutantes (Acox1”) ont été ensemencées
respectivement a raison de 3,5.10° C/boite de pétri et 5.10° C/boite de pétri. Ensuite, les cellules
ont ¢té incubées pendant 24h a 37°C et a 5 % CO2 pour qu’elles puissent adhérer a la surface de
la boite. Les composés synthétiques (Isorhamnetine (17794, Sigma), Isorhamnetine 3-rutinoside
(83337, PhytoLab), Quercétine dihydrate (Q0125,Sigma), 4-hydroxy-3-methoxycinnanaldehyde
(382051, Sigma), Syringaldehyde (S7602, Sigma) et Vanilline -ReagentPlus (1104, Sigma)),ont
été premiérement solubilisés dans du Diméthylsulfoxyde/DMSO (508002, CARLO ERBA) pure

pour avoir trois solutions meres ayant une concentration respectivement de 200mM, 100mM et
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30mM. Ces solutions meéres ont été par la suite diluées 500 fois avec du milieu de culture complet
pour obtenir des solutions de concentrations finales de 200uM et 60uM. Le LPS O55:B5 (L2880-
10MG, Sigma Aldrich) (1mg/ml) a été mélangé avec du milieu complet pour préparer une solution
de (1pg/ml).

Aprés 24h d’incubation, les cellules ont été traitées avec les composés par 1’ajout des
solutions deux fois concentrées préalablement préparées soit de 200uM ou 60uM, permettant
d’obtenir une concentration finale a 100uM ou 30uM. Apres 3 heures de traitement, le milieu de
culture a été remplacé par du milieu de culture complet frais, ou un volume du milieu de culture
avec du LPS (1pug/ml). A la suite du traitement avec ou sans LPS pendant 24h, les boites de culture
ont eté récuperées, les milieux de cultures ont été transvasés dans des tubes. Alors que, les cellules
ont été rincées avec du DPBS, et centrifugées 300g pendant 5min a 4°C (Megafugel6R centrifuge,
Thermo Scientific). Les culots de cellules obtenus sont ensuite soit lysées dans du tampon de lyse
RLT (74106, Rneasy minikit (250), Qiagen) et 1% 2-Mercaptoethanol (60-24-2, Sigma Aldrich)
pour extraction d’ARN soit dans du tampon de lyse RIPA (Tris-HCI 25mM pH 7,4, NaCl 150mM,
NP40 1%, DOC 0,5%, SDS 0,1%, Inhibiteur de protéases (04693 116 001, complete tablets EASY
pack Roche)) pour extraction de protéines cellulaires. Pour celles destinées a I’extraction de
protéines, le tampon RIPA est laissé agir sur les cellules pendant 30min a 4°C, Aprés la
centrifugation des lysats cellulaires 14000RPM pendant 25min a 4°C (5417R, Eppendorf

Centrifuge), le surnageant est récupéré et conservé a -80°C jusqu’a I’utilisation.

4. Extraction d’ARN
4.1 Extraction d’ARN a partir des tissus

4.1.1. A partir du foie
Un morceau de foie d’environ 30mg est prélevé et homogénéisé avec le tampon de lyse

RLT (74106, Rneasy minikit (250), Qiagen) contenant 1% du 2-Mercaptoethanol (Sigma Aldrich).
Cet homogénat est passé ensuite 5 fois dans une aiguille (Aiguilles TERUMO Agani - 26GY%
(0,45x12mm)) montée sur une seringue, puis centrifugé a 20 800 g pendant 3 min a 4°C (5417R,
Eppendorf Centrifuge). Le surnageant est préeleve, puis transvase dans un nouveau tube Eppendorf.
Un volume d’éthanol 70% est ajouté et bien mélangé avec 1’homogénat tissulaire a 1’aide d’une
pipette. Aprés, 700ul du lysat cellulaire est transvasé y compris le précipité qui s’est formé, dans
une colonne de filtration RNeasy placée dans un tube collecteur de 2ml (fourni). Ensuite,

centrifugé a 8000g pendant 15sec, I’¢luat est jeté, 700ul du tampon RW1 est additionné au tube
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collecteur pour lavage de la colonne, suivi d’une centrifugation de 15s a 8000g. La colonne est
ensuite transférée dans un autre tube collecteur. Cing cent pul du tampon RPE sont ajoutés a la
colonne, le tout est centrifugé a 8000 g pendant 15sec, suivi d’une deuxiéme centrifugation
pendant 2min a 8000 g (selon le manuel du kit (74106, Rneasy minikit (250), Qiagen). L’ARN est
élué a partir de la colonne Rneasy minikit par un volume de 30 a 50ul d’eau ultrapure (RNase-

free), puis la solution d’ARN est conservée a -80°C jusqu’a utilisation.

Dans le kit on trouve :

RLT Buffer= RNA lysis buffer: Tampon de lyse, contient la guanidine, un fort dénaturant
RW1 Buffer= RNA wash buffer : Tampon pour le lavage de I’ARN

RPE Buffer= Second RNA wash buffer with Ethanol : 2éme tampon de lavage de I’ARN, mélangé

avec de I’éthanol

4.1.2. A partir de cerveaux de souris

Un morceau de 100mg de cerveau de souris est prélevé puis homogéenéisé avec 1ml du
réactif de lyse QIAzol (Qiagen) destiné a I’extraction de ’ARN a partir de tissus gras.
L’homogénat est incubé par la suite a température ambiante pendant S5min, et apres 1’ajout de 200l
de chloroforme et une agitation de 15sec, I’homogénat est incubé a température ambiante pendant
5min, puis centrifugé a 14000rpm pendant 15min a 4°C (5417R, Eppendorf Centrifuge). Ensuite,
le surnageant prélevé est mélangé volume a volume avec de 1’éthanol 70%. Aprés, un volume de
700ul de ce lysat est transféré sur une colonne RNeasy Mini avec un tube collecteur de 2ml. La
suite du protocole utilisé est conforme au manuel du kit (74106, Rneasy minikit (250), Qiagen).
L’ARN du cerveau est élué a partir de la colonne Rneasy minikit avec un volume de 30 a 50l

d’eau ultrapure (RNase-free), puis conservée a -80°C jusqu’a utilisation.

4.2. Extraction d’ARN a partir des cellules

Le lysat cellulaire préparé dans un tampon de lyse RLT (74106, Rneasy minikit (250),
Qiagen) et 1% du 2-Mercaptoethanol (60-24-2, Sigma Aldrich) obtenu apres traitement est placé
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dans un tube collecteur de Rneasy minikit (Qiagen) servant a éliminer I’ADN génomique. Aprés
centrifugation a 8000g pendant 15sec, I’éluat est bien mélangé avec un volume égal d’éthanol a
70%, puis placé dans un autre tube collecteur destiné a 1’extraction des ARN totaux. La suite du
protocole utilisé est conforme au manuel du kit (74106, Rneasy minikit (250), Qiagen). L’ARN
des cellules est élué a partir de la colonne Rneasy minikit avec un volume de 30 a 50ul d’eau

ultrapure (RNase-free), puis conservée a -80°C jusqu’a utilisation.

5. Dosage d’ARNs par spectrophotométrie UV

A I’aide d’un lecteur de plaque TECAN (Infinite M200 Pro) et en plagant un petit volume
de 2ul de I’échantillon sur une plaque NanoQuant de Tecan, qui comporte 16 (2 x 8) positions
d'échantillon chacune est composé d’une optique a quartz spécialement congue, permettant la
détermination de la pureté et la concentration des ARNSs extraits a partir des homogénats tissulaires
ou cellulaires, soit par [’utilisation de TrayCell (Hellma, Paris, France). Deux mesures
d’absorbance sont faites pour chaque échantillon, une est effectuée a une longueur d'onde de 260
nm et la seconde mesure a 280 nm, et I’évaluation de la pureté de la préparation, & savoir la
présence de protéines résiduelles, ou de I’ADN génomique dans la solution d’ARN se fait par le
calcul du rapport 260/280.

6. Quantification des transcrits par RT-qgPCR
6.1.0Obtention de ’ADNc¢

L’ARN extrait et purifié a partir des tissues de souris ou des cellules BV2 microgliales ont
suivi le méme processus expérimental permettant la synthése du brin d’ADN complémentaire a
partir d’une matrice d’ARN en utilisant le kit iScript cDNA Synthesis (1708891, Biorad) qui
contient une ADN polymérase ARN-dépendante ou transcriptase inverse. D’abord I’ARN est
dilué avec de I’eau ultrapure a une concentration finale de 100ng/pul. Puis, un volume de 10ul est
prélevé et mélangé avec le mélange réactionnel fourni dans le kit contenant le réactif 5 x iScript
reaction mix, de 1’eau dépourvue de nucléase et de 1’iScript reverse transcriptase (RT) pour un

volume final de 20ul par tube (Tableau 12)
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Tableau 12: Mélange réactionnel pour la transcription inverse

Réactif Volume/Réaction (ul)
5xiScript reaction mix 4

L’iScript reverse transcriptase (RT) 1

Nuclease free water 5

Matrice d’ARN (100ng) 10

Volume total 20uL

Les echantillons sont ensuite placés dans un thermocycleur (2316091, Eppendorf® Mastercycler)

programmé comme montreé sur le Tableau 13

Tableau 13: Programme de la transcription inverse dans le thermocycleur

Etape Température (°C) Temps (min)
Amorcage 25°C 5min
Transcription inverse (RT) 46°C 20min
Inactivation de la RT 95°C imin
Etape optionnelle 4°C -

Ensuite, les échantillons sont récupérés du thermocycleur et conservés a -20°C pour une utilisation

ultérieure.

6.2.Préparation des échantillons pour la gPCR

Une dilution de 1/10°™ est effectuée par I’ajout de 180ul d’eau ultrapure a 20ul de
I’échantillon d’ADN complémentaire. Un volume de 40ul est prélevé de chaque échantillon et
rassemblés dans un seul tube. Le mélange d’ADNc subit une dilution en cascade avec un facteur
de 2 (1/2, 1/4,1/8, 1/16, 1/32) afin d’obtenir une gamme étalon standard avec 5 points. Les 160pl
restantes dans chaque tube vont servir a la qPCR (Polymerase chain reaction) pour I’amplification
de I’ADN complémentaire contenu dans 1’échantillon, qui permettra la quantification des transcrits.

La gamme et les échantillons de qPCR est conservé a -20°C.
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6.3.Réaction de gPCR

La réaction de qPCR (quantitative polymerase chain reaction) permet 1’amplification de
I’ADN en présence des oligonucléotides, des amorces (Tableau 15) et de la Tag polymérase. Le
kit Takyon ROX SYBR 2X MasterMix dTTP blue (UF-RSMT-B0701, Eurogentec) contient un
agent intercalant fluorescent « Sybr green ». La mesure de I’intensité¢ de fluorescence émise a
chaque cycle est proportionnelle a la quantité des amplicons produits. La quantification de ’ADN
amplifié traduit le taux d’expression de I’ARN messager de chaque échantillon. Un volume de 4pl
d’ADN complémentaire a été déposé dans une plaque de 96 puits (Eurogentec), ensuite mélangé
avec 16ul du melange réactionnel du kit Takyon ROX SYBR 2X MasterMix dTTP blue (UF-
RSMT-B0701, Eurogentec). Aprés avoir couvert la plaque par un film plastique collant
(Eurogentec), elle est centrifugée a 300g pendant 3min (Megafugel6R centrifuge, Thermo
Scientific), ensuite placée dans [’appareil StepOnePlus real-time PCR system (Appleid
Biosystems). L’exécution d’un programme d’amplification d’ADN bien établi, composé d’un
ensemble de cycle thermiques. La 36B4, un géne codant pour la phosphoprotéine ribosomale acide
Po nous a servi comme géne de référence afin de standardiser les résultats obtenus par la g°PCR

dans les différents échantillons Tableau 14

Tableau 14: Mélange réactionnel de la gPCR

Mélange réactionnel Volume/réaction (ul) Concentration finale

Takyon MasterMix 10 1X

Amorce sens 0,06 100nM

Amorce anti sens 0,06 100nM

Eau ultrapure 5,88 Volume est 20pl moins le

volume des autres composés

Matrice ADNCc 4

Volume totale 20
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Tableau 15: Séquences d'amorces utilisées pour la qPCR

Amorces Sens 5’>3’ Antisens 5’23’ Fournisseur

m36b4 CGA-CCT-GGA-AGT- | ATC-TGC-TGC-ATC- Eurogentec
CCA-ACT-AC TGC-TTG

mSod1 AAC-CAG-TTG-TGT- | CCA-CCA-TGT-TTC- Eurogentec
TGT-CAG-GAC TTA-GAG-TGA-GG

mSod2 CAG-ACC-TGC-CTT- | CTC-GGT-GGC-GTT- Eurogentec
ACG-ACT-ATG-G GAG-ATT-GTT

mHsd17b4 GTC-ACG-GAT-GAC- | GCA-AAG-CCA-AAG- | Eurogentec
GGA-GAC-TG CAC-CAG-AG

mll-1p GAG-ATT-GAG-CTG- | AAG-GAG-AAC-CAA- | Eurogentec
TCT-GCT-CA GCA-ACG-AC

mll-6 GTT-CTC-TGG-GAA- | TGT-ACT-CCA-GGT- Eurogentec
ATC-GTG-GA AGC-TAT-GG

mll-10 GCT-GGA-CAA-CAT- | CCC-AAG-TAA-CCC- | Eurogentec
ACT-GCT-AAC-C TTA-AAG-TCC-TG

mPex11p GCT-CAA-GGG-AAA- | TCC-AGG-GCA-TCT- | Eurogentec
GAT-GGG-GAA-A GTT-GAG-TTC

mAcox1 TCG-AAG-CCA-GCG- | GGT-CTG-CGA-TGC- Eurogentec
TTA-CGA-G CAA-ATT-CC

mCat AGC-GAC-CAG-ATG- | TCC-GCT-CTC-TGT- Eurogentec
AAG-CAG-TG CAA-AGT-GTG

mPpara. TAT-TCG-GCT-GAA- | CTG-GCA-TTT-GTT- Eurogentec
GCT-GGT-GTA-C CCG-GTT-CT

mPpary CAC-AAT-GCC-ATC- | GCT-GGT-CGA-TAT- | Eurogentec
AGG-TTT-GG CAC-TGG-AGA-TC

mPparf TTG-AGC-CCA-AGT- | CGG-TCT-CCA-CAC- Eurogentec
TCG-AGT-TTG AGA-ATG-ATG

mPgc-/a AGA-CGG-ATT-GCC- | TGT-AGC-TGA-GCT- Eurogentec
CTC-ATT-TGA GAG-TGT-TGG
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mPgc-1/ TTG-TAG-AGT-GCC- | GAT-GAG-GGA-AGG- | Eurogentec
AGG-TGC-TG GAC-TCC-TC

mEhhdah ATG-GCT-GAG-TAT- | GGT-CCA-AAC-TAG- | Eurogentec
CTG-AGG-CTG CTT-TCT-GGA-G

mMyd88 GAC-CGT-GAG-GAT- | GGC-CAC-CTG-TAA- | Eurogentec
ATA-CTG-AAG-GA AGG-CTT-CTC

mLtb4R GAG-CGC-AGA-TCA- | CCC-AAA-AGG-TTC- | Eurogentec
GAG-TCC-T GTA-CTA-AGG-C

mTollip ATT-ATG-GCA-TGA- | GGT-TCT-TGG-CCC- Eurogentec
CTC-GTA-TGG-AC CAT-TGT-GT

mTnfa GAC-GTG-GAA-GTG- | TGC-CAC-AAG-CGA- | Eurogentec
GCA-GAA-GAG GAA-TGA-GA

mTabl TGG-ATG-GGT-TAC- | CCA-GTT-GCG-AAA- | Eurogentec
AGG-TTA-CAC-A GCC-GAA-A

mll-1rn GCT-CAT-TGC-TGG- | CCA-GAC-TTG-GCA- Eurogentec
GTA-CTT-ACA-A CAA-GAC-AGG

mCaspl CTT-GGA-GAC-ATC- | AGT-CAC-AAG-ACC- | Eurogentec
CTG-TCA-GGG AGG-CAT-ATT-CT

mTakl ATG-GCG-CAA-AAC- | TGT-AAC-ATG-CAC- | Eurogentec
AGT-CCA-CA TGG-GAT-ACC-A

mll-4 CCA-TAT-CCA-CGG- | CCT-CGT-TCA-AAA- | Eurogentec
ATG-CGA-CAA TGC-CGA-TGA-T

mll-8 AGA-GTA-TTC-AAA- | GAC-CCA-TAC-CAT- Eurogentec
TGT-GGG-AAC-CG CTG-TTG-TGA-G

mAbcd3 GG-TCG-CAG-CAG- GT-GTG-AGC-CTG- Eurogentec
CAA-AGA-TTT-C ACT-CGG-AAG

miNos CCT-AGT-CAA-CTG- | TTT-CAG-GTC-ACT- Eurogentec
CAA-GAG-AA TTG-GTA-GG

mlifny Eurogentec
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Le programme de gPCR est constitué de 3 étapes : Dénaturation, Hybridation et élongation.
A la premiere phase, la température est programmée a 95°C pendant 3min permettant 1’activation
de la Tag polymérase, puis 40 cycles d’amplification d’ADN se déclenchent successivement,
chaque cycle est constitué de deux étapes : la premicre permet la dénaturation de I’ADN a 95°C
pendant 10 secondes, et la deuxiéme dure 1min servant a I’hybridation et 1’élongation dans une
température de 60°C (Tableau 16). Quand la fluorescence de I’amplicon ’ADN dépasse
significativement le seuil de fluorescence programmé on obtient la valeur de cycle PCR seuil "Ct"
(Cycle Threshold ou cycle seuil). La valeur de Ct est a la base des calculs des AACt de géne cible

entre deux traitements différents, avec :
Ct gene cible — Ct géne de référence = ACt
ACt échantillon - ACt (Contréle) = AACt

La température de fusion correspond au point thermique ou 50% de I’ADN est dénaturé.
La courbe de fusion est établie a partir du changement de I’intensité de fluorescence détectée par
I’appareil a la suite de I’augmentation de la température, par palier de 0,3°C toutes les 10 secondes
jusqu’a 95°C, ce qui diminue progressivement la fluorescence. Un pic d’intensité doit étre observé
sur la courbe de fusion indiquant I’amplification spécifique d’un géne donné. Une courbe bimodale

désigne la présence de contaminants dans les échantillons ou d’une amplification non spécifique.

Tableau 16: Programme de gPCR

Programme gPCR Température °C Temps
Etape optionnelle préventive 50°C 2min
Activation du Takyon 95°C 10min
40 cycles

Dénaturation 95°C 10 sec
Hybridation/polymérisation 60°C-72°C 45-60sec

7. Préparation des homogénats
7.1.Homogénats tissulaires
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Un morceau de foie ou de cerveau de souris de 30 a 100mg est découpé, puis homogénéisé
dans du tampon de lyse RIPA (Tris-HCI 25mM pH 7,4, NaCl 150mM, NP40 1%, DOC 0,5%, SDS
0,1%, Inhibiteur de protéases (04693 116 001, complete tablets EASY pack Roche)), le volume
ajouté doit correspondre a 4 fois le poids du fragment (W/4V) (exemple : poids du fragment est de
0,1g on va rajouter 0,4ml du tampon). La lyse se fait au biais de ’homogénéiseur avec adaptateur
pour pilon (947820B, Dominic Dutscher). L’homogénat est par la suite incubé 30min dans la glace,
puis centrifugé a 14000 rpm pendant 20min a 4°C (5417R, Eppendorf Centrifuge). Le surnageant
est récupéreé puis stocké a -80°C.

7.2.Homogénats cellulaires

L’homogénat cellulaire est réalisé dans le tampon de lyse RIPA (Tris-HCI 25mM pH 7,4, NaCl
150mM, NP40 1%, DOC 0,5%, SDS 0,1%, Inhibiteur de protéases (04693 116 001, complete
tablets EASY pack Roche)) et incubé pendant 30min a 4°C. L’homogénat est centrifugé a 20800
g pendant 25min a 4°C (5417R, Eppendorf Centrifuge), permettant ainsi la séparation de 1’extrait
protéique contenu dans le surnageant des débris cellulaires présents dans le culot. L’extrait

protéique récupéré est conservé a -80°C jusqu’a I’utilisation.

8. Dosage des proteines

La quantité de protéine dans les échantillons a été déterminee par la méthode de Bradford
(Bradford, 1976), ou par I’acide bicinchoninique (BCA) (Walker 1994). Les deux méthodes sont
basées sur un dosage colorimétrique. L’intensité de 1’absorbance a 595 nm est directement
proportionnelle & la concentration protéique de I’échantillon. Le dosage par la méthode de
Bradford est effectué en utilisant 1l de I’extrait protéique, 798ul de I’eau distillée et 200 pl du
réactif de Bradford (Quick Start™ Bradford 1x Dye Reagent #5000205 (BioRad Protein Assay).
Une gamme étalon de 0 a 80 pg de protéines est préparée avec une solution de sérum albumine
bovine (BSA) (0,1mg/ml) (Sigma-Aldrich). Aprés 10 minutes d’incubation a température
ambiante et a I’obscurité, on mesure 1’absorbance a 595 nm. Le contrdle blanc contient 800pl

d’eau distillée et 200ul du réactif de Bradford.
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La méthode au BCA, comporte deux étapes, la premiére réaction connue sous le nom de
réaction de biuret, la chélation du cuivre Cu?* et sa réduction en Cu'* par les protéines dans un
environnement alcalin pour former un complexe bleu clair, et I’acide bicinchoninique (BCA) réagit
avec I’ion cuivreux réduit. Le produit de la réaction est d’une couleur pourpre intense résultant de
la chélation de deux molécules de BCA et d’un ion cuivreux. Le dosage est effectué en utilisant
1yl de I’extrait protéique, 24l de I’eau distillée et 200ul du réactif de BCA (10678484, Kit de
dosage protéique Pierce™ BCA Fisher Scientific). Une gamme étalon de 0 & 25 pg de protéines
est préparée avec une solution de sérum albumine bovine (BSA) (1mg/ml) (Sigma-Aldrich). Apres
30 minutes d’incubation a 37°C et a I’obscurité, on mesure 1’absorbance a 575 nm. Le contrble

blanc contient 25ul d’cau distillée et 200ul du réactif de BCA.

9. Analyse de I’expression de protéines par Western Blotting

Le Western Blot ou immunoblotting est une technique qualitative et semi-quantitative de
biologie moléculaire qui permet d’identifier et puis d’estimer le taux d’expression de protéines
specifiques dans un échantillon biologique. Elle commence par la séparation des protéines sur un
gel d’¢électrophorese en polyacrylamide sous I’effet d’un champ électrique, suivie d’un transfert
sur une membrane de PVDF, des hybridations avec des anticorps primaires et puis secondaires,
permettent d’identifier la protéine cible. Le taux d’expression est évaluée grace aux techniques de

fluorescence ou la chimiluminescence.

9.1.Préparation des échantillons
9.1.1. A partir du culot cellulaire

Trente microgrammes de protéines sont repris dans un tampon de charge dénaturant
(Laemmli 4X) composeé de (Tris HCI 0,25M pH 6,8, glycérol 40%, 2-mercaptoéthanol 1,4 M,
dodécysulfate de sodium (SDS) a 4%, bleu de Bromophénol). Ensuite, les échantillons sont
chauffés a 96°C pendant 5min, puis centrifugés 1min a une vitesse maximale de 20 000 g (5417R,
Eppendorf Centrifuge).

9.1.2. A partir de milieu de culture

Un extrait de protéines a été également préparé a partir du surnageant de la culture
cellulaire. Apres 4 heures de privation de sérum, les surnageants de la culture cellulaire ont été
récoltés et incubés avec une solution de désoxycholate de sodium a 2% pendant 30 min a 4°C, puis
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les protéines précipitées par ’acide trichloracétique a 100% a 4°C pendant une nuit. Ensuite, les
échantillons ont été centrifugés a 20 000g pendant 15 min a 4°C (5417R, Eppendorf Centrifuge).
De I’acétone refroidie a -20°C a été enfin ajoutée aux culots. Aprés centrifugation a 20 000g
pendant 15 min 4 4°C (5417R, Eppendorf Centrifuge), les surnageants ont éte éliminés et les culots
ont éte dissous dans un tampon de charge Laemmli 4X: Tris HCI 250mM, glycérol 40%, B-
mercaptoéthanol 20%, SDS 10%, pH 6,8 et quelques cristaux de bleu de bromophénol, puis
chauffés & 96°C durant 5min.

9.2.Séparation des protéines sur un gel d’électrophorése dénaturant SDS-PAGE
(électrophorése en gel de polyacrylamide contenant du dodécysulfate de
sodium)

Dans un systéme d’électrophorése Mini trans-blot Cell (BioRad) comprenant des plaques
en verre avec un séparateur de 1,5 mm d’épaisseur, est coulé un gel de séparation de 10% a 12%
d’acrylamide/bisacrylamide (40%) (rapport : 37,5/1, EU0078-C, Euromedex) (Tris HCI 375 mM,
pH8,8 SDS 0,1%, acrylamide/bisacrylamide 10 & 12%, (tétraméthyléthylenediamine) TEMED
0,1%, Ammonium peroxodisulfate APS 0,05%). Sur le gel de séparation est coulé un second gel
de concentration de 4% (Tris HCI 125 mM, pH6,8 SDS 0,1%, acrylamide/bisacrylamide 4%,
TEMED 0,1%, APS 0,05%). Aprés polymérisation, les plagues sont plongées dans un tampon de
migration composé de Tris base 25mM, Glycine 190mM et dodécysulfate de sodium SDS 0,1%,
pH 8,3. Ensuite, les échantillons sont déposés dans les puits du gel de concentration de 4%, ainsi
que et le marqueur de taille precision plus protein dual color standard (1610374, Biorad), puis les

échantillons sont separes sous ’effet d’un champ électrique de 160V/3A pendant 1h 45min.

9.3.Electro transfert des protéines et Immunodécoration

A la fin de leur migration, les protéines sont transférées a partir du gel de polyacrylamide
sur une membrane PVDF (10617354, Fisher Scientific) préalablement activée au méthanol pure
(309004-CER, Carlo Erba) pendant 1min a température ambiante. Le transfert est réalisé dans un
tampon de transfert 10X composé de 60,60g/L Tris base-30,9g/L acide borique) dilué au 1/10°™m
sous un champ électrique de 250V/0,3A pendant une heure. Le blot obtenu est ensuite saturé avec

une solution de lait 5% (PBS1X Tween-20 0.1%, lait écrémé 5%) pendant 1 heure sous faible
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agitation (Stuart SSL4 Rocker, See-saw) a température ambiante. Puis, la membrane est incubée a
4°C toute la nuit sous agitation (Stuart SSL4 Rocker, See-saw) avec une solution d’anticorps
primaire (Tableau 17) de la protéine cible diluée dans du lait écrémé 1% PBS1X Tween-20 0.1%.
Ensuite, la membrane est lavée 3 fois avec du tampon PBST0,1% pendant 30 min a température
ambiante, et incubée dans une solution d’anticorps secondaires (Tableau 18) (lait écrémé 1%,
PBS1X Tween-20 0.1%), contenant des anticorps couplés a la (HRP) peroxydase de raifort/ ou
couplés a une sonde fluorescente (Cyanine3), dirigés spécifiquement contre 1’anticorps primaire.
La membrane est réutilisable il suffit de la déshybrider avec du méthanol (technique) pendant 1min
et la laver avec du PBS1X Tween-20 0,1% pendant 5 min pour une autre incubation avec un autre
anticorps primaire.

Tableau 17: Les anticorps primaires utilisés pour a réalisation de la technigue d'immunoblotting

Anticorps 12" Produit chez | Poids moléculaire | Dilution | Référence

ACOX1 Lapin 75-55-25kDa 1/200 Produit maison
CATALASE Lapin 66kDa 1/2000 | ab76024, Abcam
CATALASE Chévre 64kDa 1/400 ab50434, Abcam

PEX11B Lapin 27kDa 1/500 Ab181066, Abcam

CATHB Souris 43-37kDa 1/500 IM27L, sigma Aldrich
CATHK Souris 46-26kDa 1/1000 | SC-48353, Cliniscience
TUBULINE Souris 55 kDa 1/3000 | T5168, sigma Aldrich
B-ACTINE Souris 45kDa 1/5000 | A544, sigma Aldrich
LAMP2 Rat 112kDa 1/250 SC-20004 AC, Cliniscience
IL1B Souris 31kDa 1/1000 | GTX 74034, Euromedex
NLRP3 Souris 118kDa 1/1000 | AG-20B-0014-C100, Coger
HSD17B4 Lapin 80kDa 1/200 HPAO021311, sigma Aldrich

Tableau 18: Les anticorps secondaires utilisés pour reconnaitre les anticorps primaires

Anticorps |13 Dilution Référence
Anti-souris (HRP) 1/10000 Goat Anti-Mouse 1gG Antibody, HRP conjugate,
AP308P, Sigma Aldrich
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Anti-rat (HRP) 1/10000 Goat Anti-Rat 1gG Antibody, HRP conjugate,
AP136P, Sigma Aldrich,

Anti-lapin (HRP) 1/10000 Anti-rabbit 1gG, HRP-linked Antibody (70748,
Cell Signaling)

Anti-souris (Cyanine3) | 1/10000 Goat Anti-Mouse 1gG Antibody, Cyanine3,
M30010, Fisher Scientific (GAM)

Anti-chevre (Cyanine3) | 1/10000 (DAG) AP180C, Sigma Aldrich

Anti-rat (Cyanine3) 1/800 Cy™3 AffiniPure Goat Anti-Rat IgG (H+L), 112-
165-003 , Jacksonimmuno

9.4.Détection par chimioluminescence

Par Chimioluminescence, apres incubation avec ’anticorps secondaire, la membrane est
lavée 3 fois avec du tampon PBSTO0,1% pendant 30 min sous une forte agitation a température
ambiante (Stuart SSL4 Rocker, See-saw). L’ immunoréactivité a été révélée par SuperSignal™
West Femto Maximum Sensitivity Substrate (ECL) (Thermofisher scientific) ou ECL (SC-2048,
Cliniscience). Cette solution chimio luminescente est versée sur la membrane et laissée agir
pendant 1min. La détection et la capture de chimiluminescence ainsi que le traitement et I’analyse
d’image ont été obtenus a I’aide de BioRad-Chemidoc XRS system, le temps d’exposition varie
selon I’intensité du signal émise par les bandes. Pour la quantification relative des signaux, les
intensités des bandes ont été analysées par le logiciel Image Lab (Bio Rad).

Alors que pour la méthode basée sur I’immunofluorescence, apres incubation avec 1’anticorps
secondaire, la membrane est lavée 3 fois avec du tampon PBST0,1% pendant 30 min sous une
forte agitation a température ambiante, puis séchée dans un incubateur a 37°C pendant 1H. Le scan
de la membrane, analyse et traitement d’image sont faits par Licor odyssey system et la

quantification des intensités des bandes a été realisee par le logiciel Image studio Lite version 5.2.

10. Mesure de cytotoxicité cellulaire
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Le test colorimétrique de Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT) (3-(4,5-
diméthyltrazol-2-yl) -2,5-diphényltétrazolium bromure) a été effectué afin d’évaluer le degré de
cytotoxicité des composés sur les deux lignées cellulaires microgliales BV2 Wt et Acox1” aprés
traitement (Denizot et Lang 1986). Ce test permet d’évaluer ’activité métabolique des enzymes
d’oxydo-réduction NAD(P)H-dépendent, reflétant ainsi le nombre des cellules viables.

2x10° cellules/puits ont été ensemencées dans des plaques 96 puits (353072, Falcon). Les
cellules sont traitées pendant 24H ou 48H avec chaque composé a différentes concentrations, puis
incubées 3H a 37°C avec la solution du MTT 0,05mg/ml (M2128-1G, Sigma Aldrich) préparé
dans du DMEM complet. Ensuite, la plaque a été centrifugée 300g pendant 3min (Megafugel6R
centrifuge, Thermo Scientific). Le surnageant est enlevé, puis remplacé par une solution de DMSO
100% pour dissoudre le complexe formé appelé « Formazan ». L’absorbance a été mesurée a 570
nm par un lecteur des microplaques SUNRISE, XFLUOR4 Version : V 4.51.

11. Dosages enzymatiques

Le dosage de I’activité des différentes enzymes marqueurs des principaux compartiments
subcellulaires a été réalisé par les méthodes décrites dans la littérature comme suit : la cytochrome
C oxydase, enzyme marqueur des mitochondries, (Appelmans et al. 1955) ; pour les lysosomes, la
B-galactosidase (Vaes 1966) ; la cathepsine C (M. Jadot et al. 1984) ; la cathepsine B (Hamer et al.
2009); pour le réticulum endoplasmique, 1’a-glucosidase alcaline (Lecocq et al. 2003); pour les
peroxysomes, la catalase (Baudhuin et al. 1964) et pour le cytosol, la dipeptidyl peptidase il
(Parsons et Pennington 1976).

11.1. Dosage de ’activité acyl-CoA oxydase 1 (ACOX1)

La mesure de l’activité enzymatique de I’ACOXI1 est tres délicate et nécessite une
meéticulosité méthodique, est faite préférablement sur des échantillons frais d’homogénat tissulaire.
L’ACOX1 catalyse 1’ o,p-déshydrogénation des thioesters d’acyl-CoA (Palmitoyl-CoA),
produisant les thioesters trans-2-énoyl-CoA correspondants et du FADH2 dans la demi-réaction
réductrice. La réoxydation du FAD réduit nécessite de I’oxygéne moléculaire et produit du
peroxyde d’hydrogene (Oaxaca-Castillo et al. 2007). La molécule d’H20, générée est utilisee

comme substrat par la peroxydase (HRP : Horse Raddish Peroxidase) qui catalyse la réaction entre
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deux molécules de 1’acide homovanilliqgue (HVA) et une molécule d’H>O,, aboutissant a la
formation d’un composé fluorescent qui excité a 310 nm est capable d’émettre une fluorescence a
420nm, permettant ainsi le dosage indirect de I’activité ACOX1(Brocard et al. 1993). La quantité
du composeé fluorescent qu’on quantifie par fluorescence est proportionnelle a la quantité d’H.O>
libérée par la réaction de ACOXL1. Le milieu réactionnel est composé de tampon Tris HCI 1M pH
7,8, acide homovanillique 27 mM, peroxydase de radis noir (Horse Raddish Peroxidase, HRP) 1
mg/ml, et Triton X-100 10%, nécessaire a la préparation de la gamme étalon d’H202 de 0 a 5 uM,

ainsi que pour le dosage d’ACOX1 dans les échantillons, pour un volume final de 200ul par puits.
Pour cela on prépare en préalable une gamme étalon d’H20 avec du HRP et HVA.

11.1.1. Gamme étalon d’H,0-

La gamme étalon d’H>02 de 0 a 5 uM a été préparée en utilisant le milieu réactionnel
composé de tampon Tris HCl 1M pH 7,8, d’acide homovanillique 27 mM, de peroxydase de radis
noir (Horse Raddish Peroxidase, HRP) 1 mg/ml et Triton X-100 10%. L’addition des solutions
d’H202 (sigma-Aldrich) de concentrations connues permet le déclenchement de la réaction, suivie
par une mesure de fluorescence a 420 nm. La droite d’étalonnage obtenue représente la

fluorescence en fonction de la concentration en H»O..

11.1.2. Dosage d’ACOXI1 dans les échantillons tissulaires

En présence du substrat « palmitoyl-CoA (PCoA) » (Sigma-Aldrich) a 50 uM (préparé
dans une solution de BSA 1 mg/ml) dans le milieu réactionnel, I’addition de 10ul de I’extrait
protéique déclenche la réaction enzymatique d’ACOX1 dans les homogénats de foie ou de cerveau
de souris. La cinétique d’apparition de la fluorescence est mesurée a 420 nm toutes les 30 secondes
durant 120 cycles (cinétique de 60 minutes) grace a un fluorimétre a plaques (Fluorimetre/
luminomeétre Infinite M200 pro, TECAN) thermostaté a 30°C. Pour chaque réaction, un test blanc
ainsi qu’un témoin positif contenant de 1’acyl-CoA oxydase d’Arthrobacter (A2167, Sigma-
Aldrich) sont réalisés en paralléle dans les mémes conditions. La vitesse initiale de la réaction est
déterminée a partir des courbes cinétiques et le calcul de I’activité spécifique de ’ACOX1 est
exprimé en uM d’H20, consommé par minute par milligramme de protéine (David Oaxaca-
Castillo et al. 2007).
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Préparation du substrat

-PcoA- BSA (Substrat) 0.5mM

Solution Volume/puit (ul) Volume/80puits (ul) Volume/100puits
(1))

PcoA a 5mM 2 160 200

BSA 1mg/ml 4 320 400

H20 milliQ 14 1120 1400

Volume final 20 1600 2000

Préparation du mix reactionnel

Mix réactionnel Volume/puit (pl) VVolume/80 puits (pl) | Volume/100puits
(uh)

Tris HCI 1M (pH=7,4) 11 880 1100

HRP (peroxydase) 2,5 200 250

mg/mi

HVA (acide 6 480 600

homovalinique) 27mM

TritonX100 (10%) 0,4 32 40

H20 milliQ (gsp 150,10 12008 15010

190ul)

Volume final (aprés 190 15200 19000

I’ajout du substrat au

TECAN

20ul du substrat (0,5mM/puits) c.a.d 1600pl du substrat /80puits

En pratique :

Dans la plaque 96 puits (M33089, Thermofisher Scientific) On dépose premierement 10ul de
I’homogénat de foie ou de cerveau dans 170ul de la mixture réactionnelle, et a la derniere minute

20pl du substrat pour un volume final de 200 pl.

Préparation de test Blancs :

Test blanc négatif : 10ul eau milliQ+ 170ul mix

Test blanc positif : 10ul eau milliQ+ 170ul mix+20pl substrat PcoA+BSA

Calcul de Pactivité ACOX1
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Val.Fluo (Echantillon) — Val. Fluo(Blanc positif)xDil

Activité spécifique = mg
a X Quantité prot(m)

11.2. Dosage de la catalase : enzyme peroxysomale

La catalase catalyse la dismutation du substrat H2O2 (peroxyde d’hydrogéne) en eau et en

dioxygene, mesurée en suivant la diminution de I’absorbance a 240 nm par spectrophotométrie.
2 H202 — 02 + 2 H20

11.2.1. Méthode de dosage sur les homogénats de foie et de cerveau

Une solution fraiche d’H202 400 mM d’un coefficient d’extinction molaire de
43,6 M~ t.cm ! (X. Ni et al. 2001) est préparée a partir d’une solution commerciale 30% (V/V)
(sigma-Aldrich). La diminution de I’absorbance, liée a la dégradation d’H2O; par la catalase dans
le milieu, est suivie dans un volume final de 200ul/puits d’une plaque de 96-puits (type Greiner
655801-special UV transparent plastic plate) contenant 190ul du mélange réactionnel (Tris-HCI 1
M, pH 7, H202 20 mM) et 10ul de I’extrait protéique (dilué si nécessaire). La cinétique de
dégradation d’H202 est mesurée en suivant 1’absorbance a 240 nm durant 2 minutes & une
température de 25 °C (40 cycles avec un intervalle de 3 secondes chacun) grace au
spectrophotometre a plaques (Fluorimétre/ luminometre Infinite M200 pro, TECAN). Enfin, la
vitesse initiale de la réaction est déterminée a partir des courbes cinétiques et le calcul de ’activité
spécifique de la catalase est exprimé en uM d’H202 consommé par minute par milligramme de

protéine.

11.2.2. Méthode de dosage sur les fractions cellulaires

La réaction est suivie dans une cuve (1 ml, a usage unique) dans un spectrophotometre. Le
mélange reactionnel est composé de tampon Imidazole, préparé a la maniere suivante : peser 55
mg BSA, ajouter 5,5 ml tampon imidazole 0,2M pH7, 120 pl triton x-100 a 20% et compléter a 55

ml avec de I’eau milliQ. Une fois bien agité, on ajoute 8 pl de H2O2 a 30%. Pour tester mélange
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réactionnel contenant le substrat H2O», 1’absorbance est mesurée (Abs>0,700) dans la cuve (le
controle blanc est réalisé avec de 1’eau) en ajoutant 300 pl de TiSO4 (dissoudre 1,7g d’oxysulfate
de titane dans 500 ml de H2SO4 a 2N, bouillir 10 min en couvrant I’erlen avec un berlin, laisser
reposer jusqu’au lendemain, diluer 1,5x avec H2SOs4 2N et filtrer sur 2 couches de papier
Watteman). Pour ajuster la valeur d’absorbance a environ 0,700, on ajoute du mélange réactionnel
ou quelques gouttes de H>O> a 30%. Le contrdle blanc est réalisé avec 10 pl d’eau et 500 pl de
mélange réactionnel sans H20. Pour le dosage de la catalase dans 1’échantillon, 10 pl de de
I’extrait protéique sont ajoutées a 500 pl du melange, puis la cuve est incubéé au bain marie a 37°C
pendant 1H a 2H temps maximal. La réaction est arrétée par 1’aout de 300 ul de TiSO4. La Lecture

de la DO se fait a 420 nm (plus la coloration est claire plus I’activité est forte).

11.3. Dosage de la DPP3 alcaline (Dipeptidyl-peptidase 3) : enzyme
cytosolique

La Dipeptidyl-peptidase 3 (DPPIII) est une métallopeptidase, enzyme marqueur du
cytosol. L’enzyme présente une activité maximale a pH compris entre 7,5 et 9,5, est capable
d’hydrolyser les dipeptides tels que le H-Arg-Arg-7-amido-4-methylcoumarin hydrochloride
(Parsons et Pennington 1976). L’ hydrolyse de ce substrat par la DPP III libére le dipeptide H-Arg-
Arg et le composé fluorescent 7-amido-4-méthylcoumarine (excitation a 350 nm et émission a 450
nm). Le milieu réactionnel pour un seul échantillon est composé 65,3 pl d’eau distillé, 33,3ul Tris
HCI 0,5M pH8, et 1,33l du substrat (C5429, Sigma Aldrich) 25mM. Dans chaque tube 10 ou 5pl
de D’extrait protéique est ajouté au 90ul du mélange réactionnel. L’ensemble des échantillons sont
déposés au bain marie a 37°C, et incubés pendant 1heure. La réaction est arrétée par 1’ajout de 1ml
du tampon de fixation glycine (50 mM EDTA, 5 mM NaOH et Triton X-100 0,05% a pH 10,5).
La lecture de fluorescence se fait au biais d’un fluorimetre a une A d’excitation a 360nm- A

d’émission a 460nm.

11.4. Dosage de cytochrome C oxydase : enzyme mitochondriale

Le complexe IV ou cytochrome C oxydase est une enzyme mitochondriale qui catalyse la réaction

suivante :
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Cytochrome C (réduit)+ ¥2 O2 — cytochrome C (oxydé) + H.O

Le dosage est fait sur des fractions subcellulaires, permettant d’estimer I’enrichissement des
fractions subcellulaires en mitochondries. Sous sa forme réduite, le cytochrome C absorbe la
lumiére & 550 nm. Suivre la diminution de son absorbance permet de mesurer I’activité du

complexe Cytochrome C oxydase (Appelmans, Wattiaux, et de Duve 1955).

11.4.1. Préparation du Cytochrome c réduit 220 uM

Une solution mére de Cytochrome C (Sigma Aldrich) 2,7mg/ml est préparée dans 1ml
d’eau distillée. Ensuite réduite, par I’ajout d’une solution de dithiothréitol (DTT) 0,5 mM. Apres
une incubation de 15 minutes a température ambiante et a 1’abri de la lumiére, la couleur du
mélange passe de rouge-orangé foncé a une couleur rouge-rose pale. Le rapport des absorbances a
550 et a 565 nm (A550/A565) permet de montrer le taux de réduction de la Cytochrome C. Si le
rapport est entre 10 et 20, la réduction du cytochromeC est bien établie, alors que si le rapport est
inférieur a 10, ceci signifie que le cytochrome C n’est pas suffisamment réduit et la préparation

devrait étre refaite.

11.4.2. Le dosage d’activité

L’activité du cytochrome C oxydase a été mesurée a température ambiante en utilisant du
cytochrome C a 22 uM réduit avec de la dithionite de sodium 30 mM sous forme de substrat dans
un tampon phosphate de sodium 30 mM, pH 7,4, EDTA 1 mM. Un volume de 50ul de chaque
fraction est mélangé avec 1 ml du mélange réactionnel (cytochrome réduit a 90%) dans une cuve

de spectrophotométre, puis un suivi de cinétique est établi durant 2min a une longueur d’onde de
550 nm.

11.5. Dosage de la -galactosidase : enzyme lysosomale

La p-galactosidase hydrolyse en milieu acide pH5 le méthyl-umbelliferyl p-
galactopyranoside (MUG) en le transformant a un produit fluorescent appelé méthyl-
umbelliférone (Vaes 1966). Le composé fluorescent est excité a 372 nm et sa fluorescence est

émise a 450 nm. La réaction est arrétée par 1’ajout d’un tampon glycine composé de 50 mM EDTA,
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5 mM NaOH et Triton X-100 0,05% a pH 10,5. 180ul du milieu réactionnel composé de tampon
citrate 50 mM, pH 4,5, de Triton X-100 0,05% et du substrat MUG (M1633, Sigma) dilué a 5 mM
(solution mere de 40mM préparée dans le DMSO soit 6,77mg/ 0,5ml de DMSO) est melangé avec
10ul d’extrait protéique (dilution 1 et dilution 2) des différentes fractions subcellulaires, et incubés
a 37°C dans un bain marie pendant 1 heure a 3 heures. La réaction est arrétée par 1’ajout de 1,2 ml
de tampon glycine. La fluorescence est lue a une A d’excitation a 360nm- A d’émission a 460nm

par un fluorimetre.

Calcul :
Unités _ FluorescencexDil1xDil2xVolume totale
g protéines TempsxQtt de ptotéine
11.6. Dosage de I’a-glucosidase alcaline: enzyme du réticulum

endoplasmique

La mesure de I’activité a-glucosidase alcaline marqueur du réticulum endoplasmique, se
fait par I’ajout de 10ul de I’extrait protéique issu d’une fraction subcellulaire a 90ul du mélange
réactionnel composé de 600ul Tampon glycine 0,5M pH9, 6l Triton x100 20%, 300l de substrat
10mM 4-méthylumbelliféryl-a-D-glucuronide (3,38mg/ml et 2,1ml d’eau distillée). Ensuite, les
¢chantillons sont incubés a 37°C dans un bain marie pendant 1H30. L’ajout de 1,2ml de tampon
de fixation permet I’arrét de la réaction, et puis la lecture de fluorescence se fait par un fluorimetre

une A d’excitation a 360nm- A d’émission a 460nm (Lecocq et al. 2003).

11.7. Dosage de la Cathepsine C : enzyme lysosomale

L’activité dipeptidyl peptidase I ou Cathepsine-C, est dosée par 1’utilisation du substrat H-
Gly-Arg-7-amido-4-méthylcoumarine hydrochloride salt (H-Gly-Arg-AMC) (TR-H253145,
CymitQuimica). Dans une cuve réduite, 480ul du mix réactionnel est déposé contenant 180ul
d’eau distillée, 50ul du tampon activateur (mercaptoéthylamine préparée dans un tampon acetate
a 0,2 M, pH 5 et triton X-100 2%) et 250ul du substrat (H-Gly-Arg-AMC 50 mM préparé dans du
tampon acétate 1 M pH 5). L hydrolyse de ce substrat par la Cathepsine-C se passe pendant 1H30
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d’incubation au bain marie a 37°C, et produit un composé dipeptidique H-Gly-Arg fluorescent 7-
amido-4-méthylcoumarine fluorescent, sa fluorescence est lue une A d’excitation a 360nm- A
d’émission a 460nm par un fluorimétre. L arrét de la réaction est réalisé par I’ajout de 1,2ml du
tampon de fixation « tampon de glycine (50 mM EDTA, 5 mM NaOH et Triton X-100 0,05% a
pH 10,5).

11.8. Dosage de la Cathepsine B : Enzyme lysosomale

Afin de doser I’activité de la cathepsine B, le Z-Arg-Arg-AMC (0,4mM) (C5429, Sigma
Aldrich) est utilis¢ comme substrat. 25ul d’échantillon est ajouté a 350ul du milieu réactionnel
(avec ou son inhibiteur). L’inhibiteur contient : 212l H,O, 125ul du tampon activateur (Tampon
phosphate Na*/K*0,4M pH6,0, KH2PO4 352mM, Na;HPO4 48mM), 12ul Triton X-100 2% et 5pl
de CA-074 10mM (Bachem N-1475, I’inhibiteur irréversible servant a valider la spécificité
enzymatique de la cathepsine B). Le milieu sans inhibiteur contient : 212ul H20, 125ul du tampon
activateur (Tampon phosphate Na*/K*0,4M pH6,0, KH2PO4 352mM, Na;HPO4 48mM), 12ul
Triton X-100 2%. Les échantillons sont incubés 10min a 37°C dans un bain marie. Ensuite, 125pl
de substrat Z-Arg-Arg-AMC (0,4mM) (C5429, Sigma Aldrich) est ajouté suivie d’une incubation
de 10min a 37°C. Deux cuves étalons sont préparées, une qui servent de contr6le positif et contient
350ul du milieu reéactionnel, 125ul H2O et 7-Amino-méthyl-4-coumarin (AMC) (A9891, Sigma
Aldrich) dilué 100 ou 200x, et 1’autre cuve du contréle négatif contient 350ul du mélange
réactionnel et 150ul d’eau. Afin d’arréter la réaction 1,2ml de tampon glycine SOMm/EDTA, SmM
Triton X100 0,05% pH10,5. 1,2ml du fixateur est ajouté dans chaque échantillon. La fluorescence
est lue & une A d’excitation a 360nm- A d’émission a 460nm. La différence obtenue plus ou moins

inhibiteur correspond effectivement a 1’activité enzymatique de la cathepsine B.

11.9. Dosage de la Procathepsine B

Dans chaque cuve est depose 10ul de lysat cellulaire et 30l H20, puis sont mis a 37°C
dans un bain marie avec 30ul de la pepsine 250ug/ml de tampon citrate 0,1M pH 3,5(mélanger
I’acide citrique et le citrate de sodium jusqu’a I’obtention d’un pH 3,5), puis incubés 30min a 37°C.

Suivie d’une autre incubation de 10min avec 230l du mélange activateur (avec ou sans inhibiteur
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0,13ul CA-074) compose de 250l tampon activateur (Tampon acétate de sodium 0,4M pH6,8 ,
acétate Na* 340 mM, acide acétique 60 mM, EDTA 4mM, aminoéthane-thiol 4 mM (Janssen
Chimica, 15.377.51)), 1,25ul TritonX100 10%. Une addition de 200ul du substrat Z-Arg-Arg-
AMC (0,4mM) (C5429, Sigma Aldrich) dilu¢ 40 fois dans de I’eau distillée permet le
déclenchement de la réaction, puis le tout est incubé pendant 1h a 37°C. Apres, 1,2ml de tampon
de fixation est ajouté pour arréter I’activité enzymatique. Les échantillons sont déposés dans la
glace. La lecture de fluorescence se fait par un fluorimetre a une A d’exitation a 360nm- A
d’émission a 460nm aprés ¢élimination de la condensation. Pour les tests étalons, la cuve est
préparée de la méme maniere sauf au lieu de 40pl de lysat cellulaire, on met 10ul de H20 pour le
contréle négatif ou 7-Amino-méthyl-4-coumarin (AMC) (A9891, Sigma Aldrich) dilué 100, 200

fois et 30ul d’eau pour le controle positif.

12. Dosage de nitrite

Le prétraitement des cellules BV2 avec les composés a tester est réalisé pendant 3H et puis
suivi d’un traitement avec ou sans LPS (1ug/ml) pendant 24h. Le surnageant de la culture cellulaire
était prélevé et nous a servi d’échantillon pour doser le NO2 produit. Dans une plaque de 96 puits
de type Greiner, il a été déposé un volume égal (v:v) du surnageant recueilli et d’'un mélange
comprenant une solution A (0,1% N-1-Naphtyléthylene-diamine dihydrochloride (Sigma)) et
d’une solution B (1% sulfanilamide (Sigma), 5%acide phosphorique(sigma)). Une gamme étalon
a été préparée (0, 5, 10, 20, 50uM) avec des concentrations différentes de nitrite de sodium (Sigma)
a partir d’une solution meére de 10mM. Le temps d’incubation est de 15min a température ambiante

a I’abri de la lumiére. L’absorbance est lue a 550nm contre 690nm.

13. Méthode de fractionnement subcellulaire

Le fractionnement subcellulaire est une méthode physicochimique développée par de Duve
et ses collaborateurs (de Duve et al. 1955) qui permet grace a différentes vitesses de centrifugation
de séparer plus ou moins efficacement les organites subcellulaires de taille et de densités
différentes en les soumettant a un champ centrifuge. Il existe principalement deux types de
centrifugation : la centrifugation différentielle qui se base sur la différence de taille entre les

organites tandis que la centrifugation isopycnique se base sur la différence de densité. Dans
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I’objectif d’obtenir les fractions subcellulaires enrichies d’organites de méme taille ou de méme
densité, les cellules sont d’abord homogénéisées et ’homogénat est soumis a différentes étapes de
centrifugation, toutes les étapes se déroulent dans une solution isotonique glacée (& 4°C) de sucrose
de 0,25M pour éviter la lyse des organites.

11 faut noter que I’interprétation des profils de distribution des organites prend en compte
le pourcentage de récupération, ce dernier représente le ratio de la somme des activités mesurées
dans les fractions N, M, L, P et S aprés centrifugation difféerentielle divisée par I’activité totale
trouvée dans I’homogénat. La distribution est considérée comme étant fiable quand le pourcentage
de récupération figure dans ’intervalle : entre 75% et 125%, sinon les résultats obtenus sont

estimés moins représentatifs de la répartition réelle des organites.

13.1. Fractionnement par centrifugation différentielle

L’homogénat (H) obtenu a partir des cellules BV2 donne, aprés différentes étapes de
centrifugation différentielle, cing fractions désignées comme suit : N (fraction nucléaire), M
(fraction mitochondriale lourde), L (fraction mitochondriale Iégere), P (fraction microsomale) et
S (surnageant final ou fraction cytosolique) (de Duve et al. 1955).

Lorsque la confluence des cellules est atteinte (a 80%), les cellules BV2 sont décollées des
boites de pétri par grattage, puis récoltées dans une solution de saccharose 0,25M. La suspension
cellulaire récoltée est homogénéisée dans un Dounce par 12 passages successifs. Puis, ’homogénat
(H) est centrifugé dans des tubes de 15 ml (Ref 430791, Corning® 15 ml clear polypropylene (PP)
centrifuge tubes) a basse vitesse dans le rotor SX4400 durant 8,3 min a 1000 rpm (6 000g) dans la
centrifugeuse international Allegra X30. Aprés centrifugation, le surnageant est récolté et le culot
de la fraction N est conserveé. Ce culot contient les noyaux, fragments de la membrane plasmatique
et quelques cellules intactes. Le surnageant postnucléaire repris dans les tubes de 10ml (Ref
326819 -Open-Top Thickwall Polycarbonate Tub- Beckman Coulter) est centrifugé dans le rotor
70,1 Ti a 8000 rpm, 7,3 min (30 360g) dans I’ultracentrifugeuse Beckman Coulter L7-35 pour
I’obtention de la fraction mitochondriale lourde M contenant la majeure partie des mitochondries,
et une partie des lysosomes et des peroxysomes. Par la suite, le surnageant repris dans les tubes de
10ml (Ref 326819 -Open-Top Thickwall Polycarbonate Tub- Beckman Coulter) est centrifugé

dans le rotor 70,1 Ti pendant 6,5 min a 25 000 rpm (43 050 g) dans 1’ultracentrifugeuse Beckman
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Coulter L7-35 pour obtenir la fraction mitochondriale Iégere L. Cette fraction contient un grand
nombre de mitochondries, mais également enrichie en lysosomes et en peroxysomes. Le
surnageant post-fraction L repris dans les tubes 10ml (Ref 326819 -Open-Top Thickwall
Polycarbonate Tub- Beckman Coulter) est centrifugé dans le rotor 70,1Ti durant 45min a 40.000
rpm (110 208 g) dans I’ultracentrifugeuse Beckman Coulter L7-35 pour obtenir le culot de la
fraction microsomale P et le surnageant de la fraction soluble S. Le culot P contient les microsomes
formés par ’homogénéisation du réticulum endoplasmique, la membrane plasmatique et 1’appareil

de Golgi. (Figure 15)

Homogénat

1700 rpm, 10'
1500 rpm, 10'

Culot N Surnageants S;+S,=E
13000 rpm, 3'

Culot M Surnageant LPS
25000 rpm, 7'

Culot L Surnageant PS
35000 rpm, 40'

Culot P Surnageant S

Figure 15: Schéma de fractionnement subcellulaire par centrifugation différentielle (C. de Duve).
Fraction N ou nucléaire, fraction M ou mitochondriale lourde, fraction L ou mitochondriale légere,
fraction P ou microsomale, fraction S pour non sédimentable.

Les résultats du fractionnement sont présentés sous forme d’histogrammes avec en abscisse
le % de protéines et en ordonnée, ’activité spécifique relative de I’enzyme d’intérét. L activité
spécifique est rapportée a la quantité de protéines, et dite relative parce qu’elle est rapportée a
Iactivité spécifique trouvée dans 1’homogénat de départ. La surface de chaque rectangle de
I’histogramme correspond au % d’activité de 1’enzyme mesurée dans cette fraction par rapport a

I’activité mesurée dans 1’homogénat.

% d'activitépar rapport a H

Activité spécifique relative = — 2
pecifiq % de protéines par rapport a H

136



13.2. Fractionnement par centrifugation isopycnique

La centrifugation isopycnique permet de séparer des particules en fonction de leur densité.
Le plus souvent, les particules sont déposées au sommet d’un gradient de densité de saccharose ou
de Nycodenz puis sont soumis a une vitesse centrifuge pendant plusieurs heures. Elles migrent
dans le gradient jusqu’a ce qu’elles rencontrent une densité du milieu égale a leur propre densité.
C’est la densité d’équilibration. Les centrifugations isopycniques se déroulent dans des rotors a
godets basculants. (Figure 16)

Figure 16: Rotor a godets basculants. Les tubes sont déposés dans des godets, accrochés au rotor par
l'intermédiaire d'un bouchon muni de crochets que l’on fixe sur une barre fixe. Sous l'effet de la force
centrifugeuse, les tubes se réoriente et passent en position horizontale

En pratique, on prépare le gradient de densité en mélangeant progressivement une solution
lourde et une solution légére. On dépose les granules au sommet du gradient et on centrifuge dans
un rotor a godets basculants. On coupe le tube du gradient a une douzaine de fractions et on mesure
I’activité des enzymes marqueurs. Graphiquement, les résultats sont représentés de deux facons
différentes : le % d’activité en fonction du numéro de la fraction ou la fréquence en fonction de la
densité de chaque fraction. La fréquence représente le % d’activité divisé par I’incrément de
densité. Si le gradient est vraiment linéaire et que la hauteur des coupes est constante, la fréquence
reflete le % d’activité. Lorsqu’on veut comparer les distributions au sein d’un méme gradient ou
de deux gradients de densité différentes, on utilise la densité médiane d’équilibration, c-a-d. La

densité du milieu ou on trouve 50% d’activité enzymatique.

13.2.1. Fractionnement sur gradient de Nycodenz

La purification des fractions par ultracentrifugation a été réalisée selon la méthode décrite
par (Beaufay et al. 1964) comme suit : Un volume de 500ul des fraction M+L+P ou M+L
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(rassemblées) a éteé déposé au-dessus d’un gradient continu de Nycodenz de densité allant de 1,09
a 1,24 g/cm?® coulé dans un tube de 5ml (103242, 5 ml, Open-Top Thinwall Polypropylene (Tube-
Beckman Coulter) puis centrifugée dans un rotor SW55Ti (342194, Beckman Coulter) pendant
150 min a 25 000 rpm (116,140 g) dans I’ultracentrifugeuse Beckman Coulter LE-80 K. Onze
fractions ont été recueillies apres centrifugation a 1’aide d’un slicer de tube et la densité de chaque

fraction a été mesurée grace a un réfractometre.

13.2.2. Fractionnement sur gradient de Saccharose

Selon la méthode décrite par (Beaufay et al. 1964)comme suit : Un volume de 500l des
fraction M+L+P ou M+L (rassemblées) a été dépose au-sommet d’un gradient de saccharose de
densité allant de 1,09 a 1,26g/cm?® coulé dans un tube de 5ml (Ref 103242, 5 ml, Open-Top
Thinwall Polypropylene (Tube- Beckman Coulter) puis centrifugée dans un rotor SW55Ti (342194,
Beckman Coulter) pendant 150min a 25 000 rpm (116,140 g) dans 1’ultracentrifugeuse Beckman
Coulter LE-80 K. Le tube a été sectionné en onze fractions et puis la densité de chaque fraction a

été mesurée grace a un réfractometre.

13.2.3. Fractionnement sur gradient Percoll

Un volume de 500uL des fractions M+L+P est chargé au-dessus de 4,5 mL d'une solution de
Percoll™ & 18 % (18 % v/v Percoll™ (Pharmacia), 0,25 M de saccharose, 2 mM d'EDTA et 10
mM de Tris-HCI, pH 7,4) et centrifugé a 25000 rpm dans un rotor SW55Ti (Beckman Coulter)
pendant 45 min a 4°C. Sept fractions ont été collectées a partir du haut du gradient PercollTM et
la distribution des organites a été déterminée par des dosages enzymatiques et un transfert Western

(comme décrit ci-dessus).

14. Phagocytose de bacteéries

14.1. Conditions de culture bactérienne de STm (Salmonella Typhymurium)
sauvages et mutantes :
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Les cellules bactériennes STm sauvages et mutantes ont été maintenues cultivées a 37°C
dans des plagues de gélose LB -agar solides (Difco LB Broth Lennox Ref BD, #240230 : 20 g/L,
Bacto Agar Ref BD, #214010 : 16 g/L) alors que les souches mutantes qui abritent un plasmide
exprimant de maniére constitutive la protéine a fluorescence verte (GFP) ont été inoculées dans
les plaques de gélose contenant du LB- agar avec 100 pg/ml d’ampicilline. La GFP fluorescence
a été utilisée pour visualiser les bactéries phagocytées par les cellules microgliales BV2 a l'aide du

microscope a fluorescence.

La suspension bactérienne de STm destinée a I’infection des cellules BV2 microgliales a
été préparée comme suit : a partir d’une plaque de gélose de bactéries STm sauvages ou mutantes
une seule colonie a été prélevée par une anse et transférée dans un flacon de 50ml stérile contenant
un bouillon de (LB, Lennox) (Difco LB Broth Lennox Ref BD, #240230) stérile (Autoclave Systec
DB-23: 15 min a 121°C) et puis incubé dans un agitateur (New Brunswick Scientific, Excella E24

incubator shaker series) a 180 rpm dans une chambre a 37°C toute la nuit.

14.2. Test de (UFC) Unité formant une colonie

Dans un premier temps, les cellules BV2 (Wt et déficientes Acox1” et Abcd1d2”") ont été
ensemencées a une densité de 50.000 cellules/puits avec du Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM High Glucose, 4.5 g/L Glucose contenant du L-Glutamine et du Sodium Pyruvate, Lonza)
contenant 10% du sérum bovin feetal décomplémenté dans des plaques de 24 puits (plate 24-well
glass-Bottom tissue culture plates -Greiner, no. 662892). Ensuite, les cellules BV2 ont été traitées
ou non pendant 24H par du LPS 1pg/ml (O55 : B5 de Sigma-Aldrich) (Stock 1 mg/ml PBS filtré
sur Acrodisc 0,2 um, PALL Acrodisc syringe filters 25 mm de diametre) et incubées a 37°C,
5%CO0O2. Apres 24H, les cellules ont été infectées par les bactéries Salmonella Typhymurium (MOI
=100 :1) c.a.d. 100 bactéries par cellule et incubées pendant 25min a 37°C (Selkrig et al. 2020).
Afin d’avoir un contréle négatif, une plaque de cellules BV-2 a été prétraitée avant 1’infection et
durant I’infection bactérienne par 4 pM de la cytochalasine D (5 mg/ml de DMSO (DMSO,Sigma)
ou bien préte a I’emploi (Sigma, C2618) a diluer 1250fois dans du DMEM), incubée 20 minutes a
37°C dans I’incubateur a CO2 , puis gardées 15 minutes sur glace. Apres I’incubation des cellules
BV2 avec les bactéries STm, nous avons procédé a un lavage et une incubation avec de la

gentamycine 100 pg/ml (Sigma no. G1914) pendant 1h dans I’incubateur a CO2 a 37°C afin
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d’¢liminer les bactéries dans le milieu extracellulaire. Avant la récolte, les cellules BV2 ont été
incubées une dernicre fois avec la gentamycine 16 ug/ml pendant une heure dans I’incubateur a
37°C. Par la suite, le milieu a été éliminé et les cellules lavées avec du tampon PBS1X stérile.
Dans chaque puits nous avons déposé 500ul de PBS/Tritonx100 0,1% pour lyser les cellules, aprés
incubation durant 10min a T° ambiante, les lysats récupérés ont été ensemenceés sur des plaques
LB/agar, et incubés une nuit a 37°C (Incubateur Heraeus). Le nombre de colonies obtenu par
plaque est compté et représente un indicateur de la quantité de cellules bactériennes viables
internalisées par les cellules BV2. Le comptage de nombre de colonies ne se fait que sur les
plaques, contenant entre 30 et 300 colonies. L’Unité Formant Colonie (U.F.C.), est plus précise
que 1’unité bactéries/ml, car on compte le nombre d’unités qui forment des colonies, quelque fois,
plusieurs bactéries cote a cote pouvant donner une méme colonie. Il est donc plus exact de parler

du nombre d’unités formant colonies que de nombre de bactéries.

14.3. Immunofluorescence -marquage de noyaux des cellules BV2 au DAPI
(4',6-diamidino-2-phenylindole) :

Les cellules BV2 (Wt et déficientes Acox1™ et Abcd1d2”") ont été cultivées a une densité
de 200.000 cellules/puits avec du DMEM contenant 10% du sérum bovin feetal décomplémenté
dans des plaques de 6 puits (Greiner CELLSTAR® multiwell culture plate, no 657160) au fond
de chaque puits a été déposée préalablement une lamelle ronde en verre stérile (Thermo
Scientific™ Cover Slips, Circles). Aprés 24H d’incubation a 37°C, 5%CO2, les cellules BV2 ont
été infectées par les bactéries Salmonella Typhymurium mutantes (STm-GFP) (MOI =100 :1)
pendant 25min & 37°C (Selkrig et al. 2020). A la suite de I’incubation, nous avons procédé a un
lavage et une incubation de cellules BV2 avec de la gentamycine 100 pg/ml (Sigma no. G1914)
pendant 1h dans I’incubateur a CO2 a 37°C afin d’éliminer les bactéries extracellulaires. Avant de
faire le marquage cellulaire, les cellules BV2 ont été incubées une derniere fois avec la
gentamycine 16 pg/ml, 1h dans I’incubateur a 37°C et par la suite ont été lavées trois fois avec du
PBS froid stérile 1X. Le marquage au DAPI des noyaux cellulaires a été réalisé en se basant sur la
technique décrite par (Chazotte 2011). Apres lavage au PBS 1X, les lamelles ont été par la suite
inversées sur les lames de microscope et collées sur celles-ci avec du Mowiol (Mowiol® 4-88-

sigma aldrich). La visualisation de bactéries, exprimant la GFP (en vert), phagocytées par les
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cellules microgliales, dont les noyaux ont été marquees au DAPI (en bleu), a été faite sous

microscope a fluorescence avec un objectif X20.
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IV. Résultats et Discussion

A. Caracterisation du modele cellulaire microglial

Les cellules microgliales assurent diverses fonctions au niveau du systeme nerveux central
comme la phagocytose et la présentation des antigénes, ce qui contribue aux phases initiales de la
réponse immunitaire innée. Leurs capacités a répondre au différents stimuli (Iésion, infection ou
stress), et d’interagir avec d’autres types cellulaires (neurones et cellules gliales) par la sécrétion
des médiateurs inflammatoires rendant ces cellules une véritable sentinelle versatile du systéme
nerveux central. Dans les cas de leucodystrophies peroxysomales, comme la déficience en ABCD1
ou en ACOX1, I’altération des cellules microgliales jouerait un rdle majeur dans la pathogenese,
et précederait la dégradation de la myéline (Bergner et al. 2019; X. Gong et al. 2017). Un ancien
article publi¢ par Blasi et al., recommande [’utilisation des cellules microgliales BV2 comme
modéle in vitro pour étudier les mécanismes moléculaires contrdlant 1’induction et/ou I’expression
des activités biologiques de la microglie. Vu que ces cellules immortalisées conservent la plupart
des caractéristiques sécrétrices et effectrices des cellules immunitaires (Blasi et al. 1990). Par la
méthodologie d’édition génique CRISPR/Cas9, notre laboratoire a pu établir de nouveaux modéles
cellulaires pour étudier I’impact des déficiences peroxysomales sur les cellules microgliales BV- 2
murines, pour comprendre le r6le de la microglie et aider & identifier de nouvelles cibles
thérapeutiques et puis mettre en place des tests de criblage de molécules thérapeutiques (Raas,
Gondcaille, et al. 2019; Raas, Saih, et al. 2019). Ces modeles cellulaires ne sont pas similaires aux
microglies primaires, mais les cellules BV-2 conservent la signature transcriptomique ressemblant
a celle des cellules primaires, ainsi que de nombreuses caractéristiques microgliales telles que la
phagocytose et la capacité a répondre a la stimulation inflammatoire d'une maniere assez similaire
a celle des cellules primaires (Henn et al. 2009; A. Das et al. 2015). La caractérisation préliminaire
de ces modeles cellulaires a montré plusieurs caractéristiques comparable a celles trouvées dans
les maladies peroxysomales comme I’accumulation de VLCFA et la présence des inclusions et
gouttelettes lipidiques (Raas, Gondcaille, et al. 2019; Raas, Saih, et al. 2019). Jusqu’a présent

aucune étude ne s’est intéressée a la caractérisation des cellules BV2 microgliales par
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fractionnement subcellulaire pour cartographier 1’organisation biochimique compartimentale

spécifique a ces cellules du systeme nerveux centrale.

Pour caracteériser ces lignées, nous avons utilisé diverses approches méthodologiques telles
que le fractionnement subcellulaire pour (i) explorer les modifications susceptibles d’altérer la
taille et /ou la densité des principaux organites subcellulaires dans les lignées microgliales
déficientes (ACOX1-KO ou ABCD1/D2-KO0) et (ii) d’évaluer les conséquences du déficit de la B-
oxydation peroxysomale sur les activités principales des cellules microgliales : la phagocytose et
I’activité lysosomale. en s’appuyant sur des observations récentes faites dans notre laboratoire
(Raas, et al. 2019), a partir de données transcriptomiques de séquencage a haut débit par RNA-seq,
indiquant une surexpression de plusieurs génes codant pour des protéines lysosomales : CtsB,
Lamp-2, CtsK, CtsD et lysozymes. Des méthodes de biochimie, de biologie cellulaire et
moléculaire (qQPCR, western blotting, et dosage enzymatique) ont été employées afin d’explorer
les mécanismes moléculaires mises en jeu et aboutissant a I’inflammation et au dysfonctionnement

lysosomal.

a. Conséquences de I’absence des activités d’ACOX1 ou A’ABCD1 et ABCD?2 sur
les profils de distribution intracellulaire des organites des cellules BV-2

1. Fractionnement cellulaire

Afin d’¢évaluer les conséquences de 1’absence de 1’expression d’ACOX1 ou d’ABCD1 et
ABCD?2 (indiqué par la suite ACOX1-KO et ABCD1/D2-KO, respectivement) dans les cellules
BV-2 microgliales, nous avons réalisé des fractionnements subcellulaires basées sur la méthode
de sédimentation différentielle des organites cellulaires et les mesures des activités de leurs
enzymes marqueurs pour comparer la distribution des lysosomes, des mitochondries et des
peroxysomes dans les trois lignées cellulaires : BV-2 sauvage (WT), BV-2 déficientes en Acoxl
(ACOX1-KO) et BV-2 double déficientes en Abcdl et Abcd2 (ABCD1/D2-KO).

1.1.Fractionnement subcellulaire par centrifugation différentielle
1.1.1. Dosage des activités
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La fonction protéique au sein d'une cellule dépend principalement de sa localisation
subcellulaire. La connaissance de I'emplacement intracellulaire peut fournir des informations
importantes sur la distribution des protéines, le trafic intracellulaire (Hamer et Jadot 2005), ainsi
que la taille et la densité de leurs organites respectifs pour I'étude des voies métaboliques et voies
de signalisation cellulaires responsables de la physiopathogenése. Les protéines sont freqguemment
associees a un organite alors qu’une fraction importante peut résider ailleurs. Les premiéres étapes
de fractionnement sont basées sur la méthode classique de centrifugation différentielle développée
par de Duve et al. (de Duve 1971; de Duve et al. 1955) . Un homogénat de cellulaire (H) est séparé
en cing fractions notées N (fraction nucléaire), M (fraction mitochondriale lourde), L (fraction
mitochondriale Iégere), P (fraction microsomale) et la fraction S (surnageant final) (de Duve et al.
1955). La prise en compte de la distribution intracellulaire totale améliore la qualité des
distributions d'organites dans la cellule, et permet d’identifier les changements de tailles
d’organites causés par les perturbations associées par exemple aux mutations géniques. Il est
évident qu’au cours du fractionnement subcellulaire, la distribution des organites soit appauvrie
ou enrichie dans les différentes fractions sans que ces organites ne soient jamais purifiés jusqu'a
homogéneité dans chaque fraction (Michel Jadot et al. 2017). En effet, jusqu’a présent c’est la

premiére étude basée sur le fractionnement subcellulaire réalisée sur des cellules BV2 microgliales.

Les résultats obtenus a partir de dix expériences indépendantes, montrent qu’il n’existe pas
de différences significatives au niveau des profils de distribution des organites en comparant les
cellules microgliales BV-2 WT et les cellules déficientes ACOX1-KO et ABCD1/D2-KO. Les
activités enzymatiques des 2 hydrolases lysosomales solubles (B-galactosidase et cathepsine C)
ont été mesurées dans les cing fractions de BV-2 WT et BV-2 mutantes (Figure 17). Comme le
montre la figure 17, les deux enzymes marqueurs de lysosomes sont majoritairement enrichies
dans la fraction L (fraction mitochondriale 1égére) et retrouvées en moindre proportions dans la
fraction M (fraction mitochondriale lourde). La distribution des activités de ces deux enzymes

lysosomales est similaire dans les trois lignées cellulaires microgliales.
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Figure 17: La distribution intracellulaire des deux enzymes marqueurs des lysosomes [f-galactosidase
(A, B, C) et Cathepsine C (D, E, F), dans les cing fractions subcellulaires (N, M, L, P et S) obtenues par
centrifugation différentielle des homogénats de cellules BV-2 (WT (A, D), ACOX1-KO (B, E) et
ABCD1/D2-KO (C, F)). Les repéres des graphiques représentent en ordonnée : D’activité spécifique
relative (SRA) et en abscisse : le pourcentage cumulé de protéines dans chaque fraction (cumulé de
gauche vers la droite). L’aire de chaque rectangle est proportionnelle au pourcentage de I’activité
mesurée dans chaque fraction. Au sommet de chaque graphique est indiqué le pourcentage de
récupération représentant le taux d’activité mesuré dans les fractions (N, M, L, P et S) rapportée a
Pactivité totale dans ’homogénat (H) aprés centrifugation différentielle
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De plus, I’analyse de la distribution des microsomes (réticulum endoplasmique) par le
dosage d’activité de 1I’a-glucosidase alcaline (figure 18) dans I’ensemble des fractions cellulaires
ne montre aucune différence significative en comparant les cellules sauvages WT et les cellules
mutantes ACOX1-KO et ABCD1/D2-KO. L’activité a-glucosidase alcaline est associée aux
microsomes, issus du réticulum endoplasmique, distribués majoritairement dans la fraction P des
cellules BV2 microgliales, et une autre partie de microsomes est répartie successivement dans les

fractions M et P.
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Figure 18: Les Profils de distribution intracellulaire de I’enzyme marqueur du réticulum endoplasmique
(a-glucosidase), dans les cing fractions cellulaires (N, M, L, P et S) obtenues par centrifugation

différentielle des homogénats de cellules BV-2 (WT (A), ACOX1-KO (B) et ABCD1/D2-KO (C)). Les
reperes des graphiques représentent en ordonnée : activité spécifique relative (SRA) et en abscisse : le
pourcentage cumulé de protéines dans chaque fraction (cumulé de gauche vers la droite). L’aire de
chaque rectangle est proportionnelle au pourcentage de ’activité mesurée dans la fraction. Au sommet
de chaque graphique est indiqué le pourcentage de récupération représentant le taux d’activité mesuré
dans les fractions (N, M, L, P et S) rapportée a activité totale dans I’homogénat aprés centrifugation
différentielle.

La (figure 19) illustre la distribution de 1’activité cytochrome C oxydase, enzyme marqueur
des mitochondries, alors que la (figure 20) montre la répartition de 1’activité DPP3 marqueur du
compartiment cytosolique dans les cing fractions subcellulaires des cellules BV2 microgliales. En
scrutant les 2 figures 19 et 20, nous remarquons que 1’ensemble des profils de distribution
protéique des deux enzymes marqueurs sont presque similaires, et ne révelent aucun changement
dans la taille de mitochondrie ou dans la répartition du cytosol en comparant les cellules sauvages
avec les cellules mutantes. En effet, le pourcentage de I’activité cytochrome C oxydase est détectée
majoritairement dans la fraction M (mitochondries lourdes) et la fraction L, alors que I’activité de
la DPPIII est plus abondante dans la fraction S non-sédimentable. De plus, le facteur
d’enrichissement des fractions subcellulaire montre clairement 1’absence totale de 1’activité
cytochrome C oxydase dans les fractions P et S, alors qu’une de faible activité de DPP3 peut étre

retrouvée dans la fraction M.

Dans I’ensemble, les analyses statistiques réalisées, indiquent I’absence de différence
statistiquement significative entre les différentes lignées BV-2 au niveau des profils de distribution
des pourcentages d’activités des enzymes marqueurs de différents compartiments cellulaires
(Mitochondries, Lysosomes, Réticulum endoplasmique (microsomes), et Cytosol). Ajouter a cela,
le coefficient de sédimentation des organites dépend de leurs tailles et d’aprés les résultats obtenus
nous pouvons conclure que I’absence de 1’expression des genes Abcdl/d2 ou Acoxl dans les
cellules microgliales BV-2 ne modifie pas significativement la taille des mitochondries, de

lysosomes et des microsomes (réticulum endoplasmique).
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Figure 19: Les Profils de distribution intracellulaire de ’enzyme marqueur de la mitochondrie
(Cytochrome C) dans les fractions cellulaires (N, M, L, P et S) obtenues par centrifugation différentielle
des homogénats de cellules BV-2 (WT (A), ACOX1-KO (B) et ABCD1/D2-KO (C)). Les reperes des
graphiques représentent en ordonnée : I’activité spécifique relative (SRA) et en abscisse : le pourcentage
cumulé de protéines dans chaque fraction (cumulé de gauche vers la droite). L’aire de chaque rectangle
est proportionnelle au pourcentage de !’activité mesurée dans la fraction. Au sommet de chaque
graphique est indiqué le pourcentage de récupération représentant le taux d’activité mesuré dans les
fractions (N, M, L, P et S) rapportée a Dactivité totale dans I’homogénat apreés centrifugation
différentielle.
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Figure 20 : Les Profils de distribution intracellulaire des enzymes marqueurs de cytosol (DPP3) dans les
fractions cellulaires (N, M, L, P et S) obtenues par centrifugation différentielle des homogénats de
cellules BV-2 (WT (A), ACOX1-KO (B) et ABCD1/D2-KO (C)). Les repéres des graphiques représentent
en ordonnée : Dactivité spécifique relative (SRA) et en abscisse : le pourcentage cumulé de protéines
dans chaque fraction (cumulé de gauche vers la droite). L’aire de chague rectangle est proportionnelle
au pourcentage de ’activité mesurée dans la fraction. Au sommet de chaque graphique est indiqué le
pourcentage de récupération représentant le taux d’activité mesuré dans les fractions (N, M, L, P et S)
rapportée a lactivité totale dans I’homogénat aprés centrifugation différentielle.
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Pour établir la distribution subcellulaire des peroxysomes a partir d’homogénats des lignées

cellulaires sauvages et mutantes, nous avons mesuré dans un premier temps 1’activité enzymatique

de la catalase dans les différentes fractions subcellulaires obtenues (figure 21).
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Figure 21: Les Profils de distribution intracellulaire de I’enzyme peroxysomale (Catalase) dans les
fractions cellulaires (N, M, L, P et S) obtenues par centrifugation différentielle des homogénats de
cellules BV-2 (WT (A. D. G), ACOX1-KO (B. E. H) et ABCD1/D2-KO (C. F. 1). Les repéres des
graphiques représentent en ordonnée : ’activité spécifique relative (SRA) et en abscisse : le pourcentage
cumulé de protéines dans chaque fraction (cumulé de gauche vers la droite). L’aire de chaque rectangle
est proportionnelle au pourcentage de ’activité mesurée dans la fraction. Au sommet de chaque
graphique est indiqué le pourcentage de récupération représentant le taux d’activité mesuré dans les
fractions (N, M, L, P et S) rapportée a Dactivité totale dans I’homogénat aprés centrifugation

différentielle
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Nous avons réalisé le dosage de la catalase sur les fractions obtenues aprés centrifugation

différentielle d’au moins trois expériences indépendantes de fractionnement subcellulaires (figure

21). Tous les résultats ont montré que les peroxysomes sont répartis entre les deux fractions L et

P chez toutes les lignées cellulaires BV2 sauvages et mutantes. Mais, le faible pourcentage de

récupération (50-70%) indiquées au sommet de chaque figure dans les différents dosages réalisés

sur les cing fractions ne permettait pas de suivre la répartition de cette activité dans toutes les

fractions. Afin de suivre cette distribution de la catalase comme enzyme marqueur de peroxysome,

nous avons donc utilise la méthode de western blot. L’expérience a été répétée indépendamment

quatre fois. Nos résultats montrent, a partir de 1’analyse densitométrique, que les fortes intensités

du signal catalase sont repérées dans deux fractions L (fraction lysosomale) et P (la fraction

microsomale-pré-lysosomale) (figure22).
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Figure 22: : Les profils de distribution intracellulaire de I’enzyme marqueur de peroxysomes, la catalase
(bande 64kDa) obtenu par western blotting dans les homogénats de fractions cellulaires (N, M, L, P et
S) des cellules BV-2 (WT (A. D. G), ACOX1-KO (B. E. H) et ABCD1/D2-KO (C. F. 1) aprés
centrifugation différentielle. Des quantités égales de protéines ont été chargées pour chaque fraction sur
un gel d’électrophorése PAGE-SDS, ensuite la catalase a été détectée par immunoblotting sur une
membrane PVDF apreés transfert a ’aide des anticorps primaires et secondaires conjugués a des sondes
fluorescentes. Les résultats montrent la distribution des intensités du signal de la catalase, quantifiées
par densitométrie, dans chaque fraction rapportée a celui de ’extrait. En ordonnée, RSS : signal
specifique relatif et en abscisse : pourcentage cumulé de protéines dans chaque fraction subcellulaire
(cumulé de gauche vers la droite). Au sommet de chaque graphique est indiqué le pourcentage de
récupération représentant |’intensité du signal quantifiée dans les fractions (N, M, L, P et S) rapportée
a [”’intensité totale dans I’homogénat aprés centrifugation différentielle
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Figure 23: Les profils de distribution intracellulaire de I’enzyme marqueur de peroxysomes, la catalase,
dans les fractions cellulaires (E, N, M, L, P et S) des cellules BV-2 (WT (A, D), ACOX1-KO (B, E)) et
ABCD1/D2-KO (C, F)) apres centrifugation différentielle. Des quantités égales de protéines ont été
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chargées pour chaque fraction sur un gel d’électrophorése PAGE-SDS, ensuite la catalase a été détectée
par immunoblotting sur une membrane PVDF aprés transfert électrophorétique a I’aide des anticorps
primaires et secondaires conjugués a des sondes fluorescentes. La distribution des intensités du signal
de la catalase, quantifié par densitométrie, dans chaque fraction rapportée a celui de ’extrait. En
ordonnée, RSS : signal spécifique relatif et en abscisse : pourcentage cumulé de protéines dans chaque
fraction subcellulaire (cumulé de gauche vers la droite). Au sommet de chaque graphique est indiqué le
pourcentage de récupération représentant ’intensité du signal quantifiée dans les fractions (N, M, L, P
et S) rapportée a l”’intensité totale dans I’homogénat (E+N) aprés centrifugation différentielle.

De nouveau, les résultats d’immunoblotting réalisé sur les cinq fractions des trois lignées
cellulaires pour la détection de la catalase, présentés dans la figure 23, montrent que les fractions
L et P sont les plus enrichies de peroxysomes en comparaison avec les autres fractions
subcellulaires. Cependant, les profils de distribution affichent des changements dans le signal
specifique relatif des deux lignées mutantes par rapport aux cellules sauvages WT. Sur trois
expériences indépendantes de fractionnement subcellulaires (Tableau 19). La lignée mutante
ACOX1-KO présente une légere différence de distribution de la catalase peroxysomale. Les
peroxysomes sont abondants dans les deux fractions L et P par comparaison avec les autres lignées
cellulaires. En réalisant le test statistigue ANOVAZ2, la fraction L montre une différence
significative entre la moyenne RSS des cellules ACOX1-KO et les cellules WT.

Tableau 19 : Valeurs RSS de distribution de la protéine peroxysomale catalase de 3 expériences
indépendantes, obtenues par la technique de Western Blot dans les différentes fractions subcellulaires

N, M, L, P, S, des 3 lignées cellulaires (WT, ACOX1-KO et ABCD1/D2-KO) apres centrifugation
différentielle (Frct4 : Fractionnement N°4, Fract8 : Fractionnement N°8, Frct9 : Fractionnement N°9

Frct4  Frct8 Frct9 Moyenne ET

N | 130 0,55 121 1,02 0,41

WT M| 095 0,58 1,39 0,97 0,41
L| 113 1,58 0,85 1,19 0,37

Pl 149 3,79 121 2,17 1,42

S| 0,62 0,36 0,67 0,55 0,16

N | 114 0,75 0,87 0,92 0,20

ACOX1-KO M| 127 0,52 1,17 0,99 0,41
L| 217 3,57 2,96 2,90 0,70

Pl 271 2,62 1,89 2,41 0,45

S| 030 0,39 0,53 0,40 0,12

N | 082 0,66 0,59 0,69 0,12

ABCD1/D2-KO M| 126 0,34 0,52 0,71 0,49
L | 148 3,27 1,21 1,99 1,12

Pl 289 3,33 1,15 2,46 1,15

S| 037 0,25 1,22 0,61 0,53
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i. L’impact sur la taille des organites

Dans le but d’étudier les modifications intracellulaires susceptibles d’altérer la taille des
organites subcellulaire, et vérifier les données rapportées par plusieurs auteurs sur le changement
morphologique des organites cellulaires des cellules mutantes. Raas et al., ont rapporté une
augmentation dans le nombre de peroxysomes et de mitochondries avec un rétrécissement de la
taille de ces derniéres dans les cellules microgliales déficientes en Acox1 (Raas, Saih, et al. 2019).
Par ailleurs, Kerckaert et al., avaient signalé une augmentation de taille et de nombre de
peroxysomes dans les hépatocytes humaines déficientes (Kerckaert et al. 1995). De plus, une étude
conduite par Fan et al., a démontré que la prolifération et la taille des peroxysomes varient avec

1’age chez les souris Acox1” (Fan et al. 1998).

Nous avons donc réalisé dix expériences indépendantes de fractionnement subcellulaire
complet par centrifugation différentielle. Nous avons analysé la répartition intracellulaire de
différentes enzymes marqueurs de différents organites dans les cing fractions (i.e., nucléaire (N),
mitochondriale lourde (M), mitochondriale légere (L), microsomale (P), et cytosolique (S)).
Ensuite, nous avons comparé le profil de distribution des cellules déficientes avec les cellules
sauvages. L'analyse des enzymes marqueurs par des tests in vitro colorimétriques ou
fluorométriques a révélé que les mitochondries, et le cytosol ont des distributions bien distinctes,
tandis que les lysosomes, le réticulum endoplasmique et les peroxysomes se trouvent dans des
zones de sédimentation tres proches, voire chevauchantes. Ces organites se retrouvent plus répartis

entre les trois fractions M, L et P.

Plusieurs auteurs ont signalé la forte contamination de la fraction nucléaire par d’autres
organites cytoplasmiques (de Duve et al. 1955). Cette observation est en totale concordance avec
les données représentées ici dans notre manuscrit, et qui montrent que tous les enzymes marqueurs
sont détectés plus ou moins dans la fraction nucléaire N. Les mitochondries sont de lourdes
particules cytoplasmiques dont I’enzyme marqueur est la cytochrome C oxydase. La fraction M
(ou fraction mitochondriale lourde) est la plus enrichie de mitochondries, le méme résultat est
rapporté par Jadot et al. aprés fractionnement par centrifugation différentielle du foie de rat dans
un milieu constitué de 0,25M de sucrose (Michel Jadot et al. 2017). Malgré les changements

morphologiques que subissent les cellules microgliales pendant leur activation a cause des
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déficiences peroxysomales, mais rien n'indique jusqu’a présent que leurs mitochondries soient
altérées. En I’occurrence, la distribution de 1’activité cytochrome oxydase dans les fractions
subcellulaires aprés centrifugation d’homogénats issus des cellules déficientes en ACOXI1 et

ABCD1/D2 est restée inchangée en comparaison avec celle des cellules sauvages.

En ce qui concerne la structure subcellulaire lysosomale, nos résultats ont montré que les
deux enzymes marqueurs de lysosome (B-galactosidase et cathepsine C) sont présentes
abondamment dans la fraction L des cellules microgliales des trois lignées cellulaire BV2
microgliales sauvages et mutantes. Ces observations sont en accord avec la distribution de
I’enzyme marqueur de lysosomes la B-galactosidase (détectée par dosage enzymatique sur les cing
fractions d’ostéoclastes dérivees de macrophages RAW264.7) indique que 1’enzyme est enrichie
abondamment dans la fraction L et un peu moins dans la fraction M (Puissant et Boonen 2016).
Egalement, pour le profil de distribution de lysosomes dans le foie de souris et de rat publié par
Jensen et al. (Jensen et al. 2007), la B-galactosidase est détectée dans la fraction L et seule une
petite portion de son activité se situe dans la fraction M. Ces résultats indiquent que les déficiences
peroxysomales ne modifient pas le coefficient moyen de sédimentation des lysosomes dans un
milieu iso-osmotique de saccharose et ne provoque donc probablement pas de gonflement de ces
organites comme on le voit dans le passage de I'apoptose a la nécrose lors de la mort cellulaire
(Ono et al. 2003). La distribution de 1’hydrolase lysosomale cathepsine C des fibroblastes WI-38
humaines aprés une centrifugation différentielle montre que I’activité de la protéine de référence
est plus importante dans la fraction L que dans les autres fractions subcellulaires (Hamer et Jadot
2005). Ceci est parfaitement comparable a nos résultats de fractionnement par centrifugation
différentielle appliqué aux cellules microgliales. L’activité¢ de 1’enzyme marqueur du réticulum
endoplasmique est 1’a-glucosidase alcaline, est retrouvée abondamment dans la fraction L
(mitochondriale 1égeére) des cellules BV2 microgliales sauvages et mutantes. En revanche, ’a-
glucosidase alcaline de foie de souris est enrichie dans la fraction P (microsomale) et un peu moins

dans la fraction L(Boonen et al. 2014).

Cependant, compte tenu du faible pourcentage de récupération obtenu dans le dosage de
I’activité catalase peroxysomale dans les fractions subcellulaires aprés centrifugation différentielle,
nous avons donc examiné la localisation de la protéine peroxysomale par Western blot. 1l faut

noter que, les variations importantes des profils de distributions et les faibles pourcentages de
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récupération pourraient étre liés soit aux modifications subies par les systémes enzymatiques ou
aux artefacts associés aux tests enzymatiques. Dans les cellules BV2 microgliales, les
peroxysomes sont retrouvés majoritairement dans la fraction P. Un fort signal catalase a été détecté
dans la fraction L enrichie en lysosomes, avec le signal le plus fort dans la fraction P (microsomale).
Alors que les résultats publiés sur le foie de rat, les peroxysomes sont plutot retrouvés dans la
fraction L (Della Valle et al. 2011). Ces résultats peuvent indiquer que la taille des peroxysomes
dans les hépatocytes est plus importante que celle des peroxysomes des cellules microgliales BV- 2.
L'interprétation des résultats de expériences de fractionnement tissulaire est difficile, di a
I’hétérogénéité cellulaire du matériel de départ. Dans le foie, les types de cellules accessoires ne
représentent qu'une petite proportion de la masse totale de I'organe, mais ils pourraient néanmoins
étre une source additionnelle de changement des propriétés de centrifugation des organites
(Baudhuin et al. 1956). Les déficiences en ACOX1 ou en ABCD1/D2 n’affecteraient pas les profils
de distribution de peroxysomes en comparant les cellules sauvages aux cellules mutantes. Le
travail publié de Puissant et Boonen (Puissant et Boonen 2016) montre que la fraction P des
ostéoclastes est plus enrichie en compartiments biosynthétiques tels que le réticulum
endoplasmique, les endosomes et I’appareil de golgi, en comparaison avec les fractions M et L,
révélé par le profil de distribution de 1’enzyme marqueur du réticulum endoplasmique 1’a-
glucosidase alcaline. Tandis que nos résultats sur les cellules microgliales montrent que 1’activité
de I’enzyme marqueur du réticulum endoplasmique est plus importante dans la fraction L. Quant
au compartiment cytosolique détecté par 1’activité de I’enzyme marqueur DPP3, il se situe dans la
derniére fraction S non sédimentable des cellules BV2 microgliales des trois lignées cellulaires
sauvages et mutantes. Ajouter a cela, de faibles proportions d’activité DPP3 sont détectables dans
les deux fractions N (nucléaire) et M (mitochondriale lourde) avec un fort coefficient de
sédimentation. L’analyse globale des résultats obtenus par centrifugation différentielle montre
clairement que la taille des compartiments subcellulaires dans les cellules BV2 microgliales ne

serait pas altérée en 1’absence de 1’expression de geénes peroxysomaux ACOX1 et ABCD1/D2.
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1.2.Fractionnement dans un gradient de densité

Pour affirmer ou infirmer ’hypothése de changements de la taille et/ou de la densité des
organites des cellules microgliales mutantes, nous avons a décide de réaliser des analyses par

centrifugation dans trois gradients de densité différents : Nycodenz, Percoll ou Saccharose.

1.2.1. Gradient de densité de Nycodenz

Afin d’analyser les différences intrinseques pouvant affecter la densité des organites, nous
avons utilisé un gradient de densité continu de Nycodenz (Figure 24). Apres fractionnement par
centrifugation différentielle, un mélange de fractions M+L+P contenant majoritairement les
peroxysomes et les lysosomes a été déposé au-dessus du gradient continu de Nycodenz de densité
allant de 1,06 a 1,26 g/ml. Apres ultracentrifugation du gradient, 11 fractions ont été collectées
séparément. Le dosage in vitro des enzymes marqueurs sur les différentes fractions a montré que
les trois lignées cellulaires sauvages et mutantes présentent presque le méme profil de distribution
d’organite sur le gradient de densité de Nycodenz. Les lysosomes des trois lignées cellulaires
représentés par 1I’enzyme marqueur B-galactosidase sédimentent dans la zone de densité 1,14 et
1,15 g/ml (Figure 24, A). Tandis que les endosomes et les compartiments de biosynthése appelés
aussi pré-lysosomales y compris le réticulum endoplasmique représenté par 1’a-glucosidase
alcaline se situent pas loin des lysosomes, dans une région un peu plus dense avec une médiane de
1,17 2 1,18 g/ml (Figure 24, B). Le dosage de la cytochrome oxydase marqueur enzymatique des
mitochondries a permis de repérer la localisation des mitochondries qui se trouvent abondamment
dans la zone de densité de 1,15 g/ml chez toutes les lignées cellulaires (Figure 24, C). Alors que
la zone de densité médiane enrichie en peroxysomes était de 1,19 g/ml, établie grace a I’activité
de catalase dosée sur les différentes fractions subcellulaires (Figure 24, D). Dans le gradient de
Nycodenz, la distribution de I’ensemble des enzymes marqueurs de lysosomes et de mitochondries
des trois lignées cellulaires, se concentrent au milieu du gradient dans une région de densité
médiane de 1,15 g/ml, alors que les compartiments pré-lysosomal et peroxysomal sont détectées

dans les fractions de plus grande densité du gradient.
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Figure 24: La distribution intracellulaire des enzymes marqueurs de lysosomes (f-galactosidase),
réticulum endoplasmique (a-glucosidase alcaline), mitochondrie (cytochrome C oxydase) et peroxysome
(Catalase) apres ultracentrifugation isopycnique (gradient continu de Nycodenz de 1,06 a 1,26 g/ml). Un
mélange de fractions M+L+P obtenu par centrifugation différentielle des cellules BV-2 (WT, ACOX1-
KO et ABCD1/D2-KO) a été fractionné par ultracentrifugation isopycnique en utilisant un gradient de
Nycodenz ; En Ordonnée : La fréquence, représente le quotient du pourcentage d’activité divisé par
l’incrément de densité entre deux fractions, et en abscisse : La densité de la fraction en g/ml, et puis la
densité médiane indiqué dans le graphique désigne la densité a laquelle se retrouve 50% des organites a
I’équilibre.

Le faible pourcentage de récupération obtenu a partir de la plupart des résultats de dosage
de catalase effectué sur les 11 fractions subcellulaires, récupérées apres centrifugation isopycnique
dans un gradient de Nycodenz, peut mésestimer la distribution réelle des peroxysomes dans les
cellules microgliales. Donc, il est difficile d’avoir une conclusion définitive a partir de la
répartition de 1’enzyme de la catalase montrée dans la figure 24, D. L’étape suivante, était de

réaliser une semi-quantification protéique par western blot sur les différentes fractions, dans le but
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de confirmer la représentation graphique de distribution de la catalase contenue dans le systeme

peroxysomal.
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Figure 25: Analyse de la distribution intracellulaire de la catalase, ’enzyme marqueur du peroxysome
aprés ultracentrifugation isopycnique (gradient de Nycodenz de 1,06 a 1,26 g/ml). Un mélange de
fractions M+L+P obtenu par centrifugation différentielle des cellules BV-2 (WT (A, D), ACOX1-KO (B,
E) et ABCD1/D2-KO (C, F)) a été fractionné par ultracentrifugation isopycnique en utilisant un gradient
de Nycodenz. Les tubes du gradient ont été coupés de haut en bas en fractions qui ont été ensuite
analysées par western blot pour détecter la catalase. L’intensité du signal obtenue pour chaque fraction
a été évaluée par densitométrie et les résultats ont été rapportés sur le graphique pour les trois lignées
cellulaires. L’ordonnée du graphe correspond a la fréquence (Q/SQ.r, 0U Q représente I'intensité trouvée
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pour la fraction, et SQ, le total des intensités récupérées dans toutes les fractions, et r, I'incrément de
densité entre deux fractions), et en abscisse : La densité de la fraction en g/ml, la densité médiane
indiquée dans le graphique désigne la densité dans laquelle on retrouve 50% des organites a I’équilibre.

L’analyse du signal obtenu par western blot de la catalase dans chaque fraction révele une
faible différence de la médiane de densité pour les cellules BV-2 déficientes ABCD1/D2-KO par
rapport aux cellules sauvages (figure 25). Nous remarquons que la médiane de densité est décalée
vers la zone a forte densité du gradient Nycodenz de 1,21 g/ml. Alors que, la médiane de densité
des peroxysomes pour les cellules déficientes en ACOX1 est de 1,18 g/ml, similaire a celle des

cellules sauvages.

A partir de trois expériences independantes de fractionnement dans un gradient de
Nycodenz, et apres 1’analyse des résultats obtenus par western blot ou par dosage enzymatique de
la catalase (Tableau 20, 21), la réalisation des tests statistiques a démontré que les changements
des valeurs de médiane de densité n’est pas statistiquement significatif et que le profil de
distribution des peroxysomes se ressemble dans les trois lignées BV2 sauvages et mutantes. Donc,
I’ensemble des peroxysomes cellulaires sédimentent dans une zone de 1,18 a 1,19g/ml de densité
dans un gradient de Nycodenz. D’aprés les tableaux représentés ci-dessous, on voit clairement que
les moyennes de médianes de densité obtenus par dosage d’activité enzymatique de la catalase ne

sont pas loin des valeurs de médiane obtenues par immunoblotting.

Tableau 20: Les moyennes de densités médianes de trois expériences indépendantes de fractionnement
sur gradient de de Nycodenz de densité allant de 1,06 a 1,26 g/ml apres analyse par immunoblotting de
catalase, enzyme marqueur du peroxysome

Lignée Médiane Expl | Médiane Exp2 | Médiane Exp3 Moyenne sD
cellulaire g/ml g/ml g/ml g/ml
WT 1,1768 1,1855 1,1667 1,1763 + 0,007
ACOX1-KO 1,1866 1,1845 1,1901 1,1870 +0,002
ABCKDé/DZ' 1,1894 1,2031 1,1872 1,1932 + 0,007
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Tableau 21: Les moyennes de densités médianes de trois expériences indépendantes de fractionnement
sur gradient de de Nycodenz de densité allant de 1,06 a 1,26 g/ml aprés dosage de activité de la catalase,
enzyme marqueur du peroxysome.

Lignée Méglalne Meédiane Exp2 | Médiane Exp3 Moyenne sD
cellulaire b ag/mi g/ml g/ml
g/ml
WT 1,1870 1,1928 1,1658 1,1818 +0,01
ACOX1-KO 1,1901 1,1853 1,1889 1,1881 + 0,002
ABCD1/D2-KO 1,1876 1,1979 1,1865 1,1906 + 0,005

1.2.2. Gradient de densité de Percoll

Le protocole décrit par Green et al. (Green et al. 1987) a été utilisé pour mieux séparer
certains organites dans un gradient de densité Percoll™, Dans le but de mieux séparer les organites
cellulaires co-distribués apres centrifugation différentielle, et de repérer les variations possibles de
densité et la distribution des enzymes dans les cellules microgliales. Brievement, les fractions M,
L et P ont été regroupées et chargées au-dessus d'une solution a 18 % de Percoll™ (18 % v/v
Percoll™ [Pharmacia], 0,25 M de saccharose, 2 mM EDTA et 10 mM de Tris-HCI, pH 7,4). Aprés
centrifugation pendant 40 min a 4°C, le gradient a été divisé en sept fractions de haut en bas. Pour
contréler la formation du gradient de densité, I'indice de réfraction de chaque fraction a été mesuré
avec un réfractométre. L'activité des enzymes marqueurs a été mesurée dans toutes les fractions
collectées par des tests fluorimétriques. L’analyse par western blot n’a pas été réalisée car il

nécessitait une étape supplémentaire pour éliminer les billes de Percoll.

Aprés centrifugation, les billes Percoll™ générent un gradient non linéaire continu dans
lequel les lysosomes sont capables de sédimenter jusqu'a la fraction la plus dense du gradient
(fraction 7), comme le montre la distribution de la B-galactosidase. Tandis que les microsomes
(réticulum endoplasmique) détectés grace a I’activité a-glucosidase alcaline, restent dans la partie
inférieure du gradient de densité (la fraction 3) (figure 26). Les profils de distribution des
lysosomes et de microsomes, en comparant les trois lignées cellulaires dans le gradient Percoll,
viennent confirmer les résultats antérieurs obtenus apres fractionnement sur un gradient de densité
Nycodenz, ou nous n’observons aucune différence ou changement remarquable dans la répartition

cellulaire des organites. Comme le montre la figure 26 (A, B et C), I’activité B-galactosidase dans
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les fractions issues des trois lignées cellulaires sauvages et mutantes se concentre dans la fraction

7 enrichie de lysosomes, par rapport a I’ensemble des fractions, elle représente jusqu’a 75%

d’activité. Alors que I’activité de I’a-glucosidase alcaline enzyme marqueur de microsomes, est

détectée majoritairement dans la 3°™ fraction, et elle se trouve avec un pourcentage d’activité de

30% par rapport a la somme d’activité calculée dans le mélange M+L+P.
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Figure 26: La distribution des activités relatives des enzymes marqueurs de lysosomes (#-galactosidase)
et de microsomes des cellules BV2 microgliales dans un gradient de densité de Percoll. Un mélange de
fractions M+L+P obtenues par centrifugation différentielle a été centrifugé dans un gradient de densité
Percoll™ et 7 fractions ont été collectées de haut en bas du tube de centrifugation. La distribution des
lysosomes et des microsomes a été établie sur la base respectivement des activités de la f-galactosidase
et de I'a-glucosidase alcaline, mesurées dans les différentes fractions des trois lignées cellulaires (A. WT,
B. ACOX1-KO, C. ABCD1/D2-KO0). Le graphique montre le pourcentage de B-galactosidase et d'a-
glucosidase alcaline dans chaque fraction du gradient Percoll™ et la densité de ces fractions.

1.2.3. Gradient de densité de saccharose

Le mélange d’organites M+L+P a été déposé sous forme de couche homogéne au sommet d’un
gradient linéaire de densité de sucrose qui s'étend de 1,09 g/cm?® & 1,26 g/cm?. Ce dernier subi une
centrifugation isopycnique dans un rotor SW 65 Beckman, les fractions ont été recueillies en
coupant le tube avec un dispositif similaire a celui décrit par Beaufay et al. (Beaufay et al. 1959;
1964). La linéarité du gradient a été veérifiée en mesurant la concentration du soluté dans chaque
fraction par réfractométrie. Les activités f-galactosidase et de la catalase ont été dosées sur les 11
fractions de chaque type cellulaire. La figure 28 regroupe 1’ensemble des résultats obtenus apres
le dosage de la -galactosidase enzyme marqueur de lysosome (A) et la catalase enzyme marqueur
de peroxysomes (B). En effet, chaque graphique est une superposition des profils répartition des
lysosomes ou de peroxysomes des trois lignées cellulaires avec les médianes de densité indiquées
dans chaque graphe, pour faciliter la comparaison des profils de distributions entre les lignées
cellulaires sauvages et mutantes, et repérer s’il existe un décalage dans la zone de concentration

de I’organite ciblé.
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Figure 27: La distribution des activités de la -galactosidase (enzyme marqueur de lysosome) et de la
catalase, (enzyme marqueur du peroxysome) aprés ultracentrifugation isopycnique (gradient de
saccharose allant de 1,09 g/cm3 a 1,26 g/cm3). Un mélange de fractions M+L+P obtenu par
centrifugation différentielle des homogénats de cellules BV-2 (WT, ACOX1-KO, ABCD1/D2-KO) a été
fractionné par ultracentrifugation isopycnique en utilisant un gradient de Saccharose. Les fractions du
gradient ont été analysées par dosage enzymatique pour détecter la f-galactosidase (A) et catalase (B),
les résultats ont été rapportés sur le graphique pour les trois lignées cellulaires. En Ordonnée : La
fréquence, représente le quotient du pourcentage d’activité divisé par ’incrément de densité entre deux
fractions, et en abscisse : La densité de la fraction en g/ml. La médiane indiquée dans le graphique
désigne la densité dans laquelle on retrouve 50% des organites a I’équilibre.

La figure 27 A montre que la plupart des lysosomes se trouvent dans une zone de densité
élevée de 1,20 g/ml. De plus, on remarque que les cellules WT et déficientes en ABCD1/D2 ont
une médiane de densité identique, alors que les activités de cellules mutantes ACOX1-KO

présentent un tres faible décalage vers les zones a forte densité.

Aprés dosage de I’activité catalase, les peroxysomes (Figure 27, B) présentent un léger
décalage de la médiane de densité dans les cellules ABCD1/D2-KO vers les zones de faible densité
avec une fréquence double que celle des cellules WT et ACOX1-KO. En comparant les zones de
sédimentations des deux types d’organites, nous constatons clairement que les deux structures
intracellulaires présentent des médianes de densités différentes, les peroxysomes sédimentent dans

une zone de densité un peu plus grande du gradient de densité en comparaison avec les lysosomes.

Il est possible de stipuler un changement de densité des peroxysomes dans les cellules
mutantes par rapport aux cellules sauvages. Pour cette raison, nous avons réalisé une analyse par
immunoblotting de ces fractions (obtenues par centrifugation isopycnique dans un gradient de
sucrose linéaire) pour détecter la catalase, I’enzyme marqueur du peroxysome. La figure 28
montre ’analyse des profils de distribution de la catalase peroxysomale pour chaque lignée
cellulaire BV2 microgliale et I’immunoblot correspondant. L’intensité du signal de chaque fraction

est rapportée a I’intensité du signal détectée dans le mélange de fractions M+L+P.
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Figure 28: Analyse de la distribution intracellulaire de la catalase, I’enzyme marqueur du peroxysome,
apreés ultracentrifugation isopycnique (gradient de sucrose de 1,06 a 1,26 g/ml). Un mélange de fractions
M+L+P obtenu par centrifugation différentielle des homogénats de cellules BV-2 (WT (A, D), ACOX1-
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KO (B, E) et ABCD1/D2-KO (C, F)) a été fractionné par ultracentrifugation isopycnique en utilisant un
gradient de sucrose. Les fractions du gradient ont été coupées de haut en bas, et ensuite analysées par
immunoblotting pour détecter la catalase. L’intensité du signal obtenue pour chaque fraction a été
évaluée par densitométrie et les résultats ont été rapportés sur le graphique pour les trois lignées
cellulaires. L’ordonnée du graphe correspond a la fréquence (Q/SQ.r, ou Q représente I'activité trouvée
dans la fraction, et SQ est I'activité totale représentant la somme des activités dans chaque fraction, et r,
I'incrément de densité entre deux fractions), et en abscisse : La densité de la fraction en g/ml, la densité
médiane indiquée dans le graphique désigne la densité dans laquelle on retrouve 50% des organites a
’équilibre.

Les résultats obtenus par dosage enzymatique de la catalase ont révélé la présence d’un
décalage dans la zone de sédimentation des peroxysomes dans les cellules ABCD1/D2-KO, ont
été vérifié par immunoblotting (Figure 28). Le Western blot montre que les zones de
sédimentations des peroxysomes varient faiblement, mais ces variations ne sont pas
statistiguement significatives. L’immunoblotting sur les échantillons du fractionnement
subcellulaire obtenu aprés centrifugation isopycnique d’un gradient de densité de saccharose a
permis de déterminer que les peroxysomes dans les trois lignées cellulaires sédimentent dans une
zone de densité comprise entre 1,21 et 1,22 g/ml (Figure 28). Le type de gradient utilisé pour le
fractionnement peut aussi modifier mais légerement la densité des structures subcellulaires. Dans
le gradient de Nycodenz (Figure 25), les peroxysomes se trouvaient dans une zone de densité de
1,19-1,21g/ml. Alors que, dans le gradient de sucrose, apres fractionnement la catalase se

concentre dans la région de 1,21-1,22g/ml.
ii.  Impact sur la densité des organites

Le coefficient de sédimentation de particules cellulaires ne dépend pas seulement de la
taille, mais également de la densité de celles-ci. Etant donné que les lysosomes, les mitochondries,
les peroxysomes et les microsomes ont des profils de distribution presque similaires et qui parfois
se chevauchent, nous avons fait appel a ’utilisation de gradient de densité de Nycodenz a faible
osmolarité (Graham 2001a; 2001b). Donc, pour mieux documenter les caractéristiques des
structures cytoplasmiques et leurs distributions intracellulaires dans les cellules microgliales et
explorer les différences intrinseques de densité des organites (R. Wattiaux et al. 1978) nous avons
utilisé une approche combinée de centrifugation différentielle et gradient de densité Nycodenz
décrite dans la littérature par Jadot et al., (Michel Jadot et al. 2017). Pour séparer davantage les

fractions subcellulaires, un mélange de fractions M+L+P des cellules microgliales obtenues par
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centrifugation différentielle a été centrifugé dans un gradient de densité Nycodenz discontinu, et
11 fractions ont été ensuite collectées de haut en bas du tube de centrifugation. Ceci permet une
bonne séparation des peroxysomes des autres constituants majeurs de la fractions L (lysosomes et
microsomes). Les activités relatives spécifiques des enzymes marqueurs de lysosomes et de
peroxysomes ont été mesurées sur les différentes fractions. La modification de la densité peut étre
suffisante pour permettre aux particules cytoplasmiques de migrer dans un gradient de Nycodenz,
loin de leur densité d’équilibre normale indiquée par la médiane de densité. L’enzyme marqueur
B-galactosidase des lysosomes des cellules microgliales sedimentent dans la zone de densité 1,14
et 1,15 g/ml du gradient de Nycodenz. Alors que la densité d’équilibre des microsomes représentés
par 1’a-glucosidase alcaline, se situe dans une région un peu plus dense avec une médiane de 1,17
a 1,18g/ml de densité. Alors qu’en regardant la distribution de 1'activité a-glucosidase alcaline des
cellules humaines CFPAC de la fibrose hépatique, la médiane de densité d’équilibre a été partagée
entre un pic dans la zone supérieure du gradient de densité (maximum a 1,112 g/ml) et une autre
activité vers la zone la plus dense du gradient, représentant peut-étre une enzyme libérée des
microsomes sous forme soluble (Gilbert et al. 1998). Les mitochondries se trouvent dans la zone
de densité de 1,15g/ml chez toutes les lignées cellulaires. Alors que la zone de densité enrichie en
peroxysomes ¢était de 1,19g/ml de densité, repérée grace a 1’activité de catalase dosée sur les
différentes fractions subcellulaires. Par ailleurs, une autre étude faite avec les fractions M+L
(fractions mitochondriale lourde et Iégere) isolées a partir du foie de souris ont été centrifuge dans
un gradient de Percoll. Les résultats ont montré que dans des conditions iso-osmotique les
lysosomes sédimentent dans les zones les plus denses du gradient Percoll (Fraction 6) (Robert
Wattiaux et al. 2007). Pour I’activité cytochrome C oxydase marqueur de mitochondrie, elle se
trouve majoritairement dans les fractions lourdes du gradient de densité Percoll (Fraction 7). Ici,
le dosage enzymatique in vitro de cytochrome C oxydase n’était fait que sur les fractions du
gradient de Nycodenz, et dans celui-ci nous voyons que la médiane de densité de la B-galactosidase
qui est a 1,15g/ml pour toutes les lignées cellulaires BV2, est la méme densité d’équilibre qui est
retrouvée pour cytochrome C oxydase des cellules BV2 microgliales. Les fractions M+L+P
(fractions issues de la centrifugation su surnageant postnucléaire) des cellules cancéreuses HelL a
d’origine humaine ont également fait 1’objet d’une analyse par fractionnement subcellulaire par
centrifugation isopycnique dans un gradient Percoll. Une nouvelle fois, les lysosomes se retrouvent

présents abondamment dans la fraction 7 (Boonen et al. 2008).
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Quand le mélange de fractions M+L+P a été centrifugé dans un gradient de densité Percoll,
cela a permis aux lysosomes (grace a la mesure de ’activité B-galactosidase) de sedimenter dans
la fraction (La fraction 7) la plus dense du gradient. Ce résultat ressemble a celui obtenu avec les
ostéoclastes issues de macrophage (Puissant et Boonen 2016; Puissant et al. 2014). En revanche,
les compartiments biosynthétiques/pré-lysosomales (réticulum endoplasmique, appareil de golgi
et endosome) contenant de I'a-glucosidase alcaline sont restés dans la zone de faible densité du
gradient Percoll ce qui est aussi le cas pour les ostéoclastes différenciés a partir des macrophages
RAW264.7. En effet, ’activité de 1I’a-glucosidase alcaline se trouve dans la fraction 3 du gradient
de densité Percoll (Puissant et Boonen 2016). Les trois lignées cellulaires microgliales BV-2
sauvages et mutantes présentent le méme profil de distribution des deux enzymes lysosomal et
pré-lysosomal et les déficiences en ACOX1 ou enABCDI1/ABCD2 n’affectent pas cette
distribution. Les fractions d'organites (c.-a-d. M, mitochondrie lourde ; L, mitochondrie 1égére ; et
P, microsomal) issues des cellules 293 de reins embryonnaires humains, (également appelées
cellules HEK293), et préparées a partir du surnageant postnucléaire ont été mélangés, puis
fractionnés dans un gradient de Percoll discontinu. Le profil de distribution de lysosomes des
cellules HEK293 est similaire a celui des cellules microgliales BV-2 (Chauvet et al. 2015).
Pareillement, pour les fibroblastes WI-38 (fibroblastes de poumon humains) montrent un

enrichissement de la fraction 7 en lysosomes (Hamer et Jadot 2005).

Pour I'analyse Western blot, Inous avons déposé la méme quantité de protéines dans chaque puits
du gel PAGE-SDS et donc l'intensité du signal mesurée apres immunoblot correspond a
I’enrichissement relatif de la protéine dans chacune des fractions. L’analyse semi-quantitative de
3 expériences indépendantes indique que la densité d’équilibre médiane de la catalase se situe entre
1,18 a 1,20g/ml dans le gradient de densité Nycodenz. Dans un gradient de densité de sucrose
appliquée sur les fractions ML du foie de rat, I’activité de la catalase est plus abondante dans les
fractions de hautes densités du gradient (Della Valle et al. 2011). Dans la littérature, la plupart des
publications consultées sur le fractionnement subcellulaire se focalisent plutot sur la purification
de lysosomes ou protéines lysosomales plutét que sur d’autres organites subcellulaires. Les
fractions M+L+P préparées a partir des cellules microgliales BV-2 Wt contrdles ou de cellules
BV- 2 mutantes (Acox1” ou Abcd1/d27) ont été fractionnées dans un gradient linéaire de densité
de saccharose. Il faut noter que le gradient de densité a base de sucrose est moins utilisé aujourd’hui

a cause du ratio de pression osmotique/densité qui est élevé et qui peut provoquer un rétrécissement
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réversible ou irréversible des organites et ainsi réduire les différences de densité entre certains
types d’organites (Castle 2003; 2004). Nos résultats montrent que la densité d’équilibre de la
catalase qui se trouvait 1,18 & 1,20g/ml dans le gradient de Nycodenz, est a 1,21 et 1,23g/ml dans
un gradient de sucrose. Donc nos observations confirment 1’effet de sucrose sur les organites
subcellulaires aprés centrifugation isopycnique. Ce changement de densité provoquée par le
sucrose, n’était pas observé seulement pour les peroxysomes mais aussi pour les lysosomes. La
médiane de densité de la B-galactosidase (enzyme marqueur de lysosome) dans les fractions de
gradient de Nycodenz est de 1,15g/ml, mais dans le gradient de sucrose la médiane de densité est
de 1,19 a 1,21g/ml. Ces différences de densité s’appliquent sur la lignée sauvage comme les deux
lignées BV-2 mutantes. Ce qui s’est traduit par un déplacement de la distribution de la B-
galactosidase et de 1’a-glucosidase alcaline vers la région de plus haute densité du gradient. Ces
observations sont en accord avec celles rapportées par Hamer et al. suite au fractionnement
subcellulaire des fibroblastes humaines par centrifugation isopycnique (Hamer et Jadot 2005). Il
faut noter que les faibles décalages repérés dans les médianes de densité de la catalase entre les
lignées sauvages et mutantes étaient statistiquement non significatifs. Dans trois études faites par
Boonen et al., et Jensen et al., & partir du foie de rat ou de souris, un mélange de fraction M+L a
été soumis a une centrifugation isopycnique dans un gradient de sucrose linéaire. Les lysosomes
représentés par la B-galactosidase s’équilibraient dans les fractions lourdes du gradient avec une
médiane de densité estimée a 1,19 g/mL (Jensen et al. 2007; Boonen et al. 2006; 2014). Dans une
étude conduite par Xu et al., sur les fractions (M+L) de cerveaux de souris avec des déficiences
lysosomales. Les lysosomes neuronaux se trouvent dans les fractions de faible densité (~1,09-
1,13 g/ml). Alors que les mitochondries sédimentent dans les zones de haute densité (~1,15-1,20
g/ml) (S. Xu et al. 2010). La densité d’équilibre des lysosomes est la seule a étre affectée mais pas
des autres organites cellulaires dans un gradient de sucrose, si on les compare avec les résultats
rapportés sur le foie de souris. Les mémes observations ont été rapportées par (Della Valle et al.
2006) et (Dixit et al. 2011).

Les résultats de nos vérifications par la réalisation du fractionnement par centrifugation
différentielle et isopycnique, dans leur ensemble, permettent de croire que 1’absence des génes
Acox1 et Abcdl et Abcd2 dabs les cellules microgliales BV-2 n’affecte ni la taille ni la densité des
organites cellulaires.
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b. L’impact des déficiences peroxysomales sur D’expression des génes
d’inflammation des cellules BV2 microgliales

2. Expression des génes microgliales

L’absence des génes qui codent pour des enzymes intervenant dans des voies métaboliques
essentielles comme Acox1, Abcdl, Abcd2 peuvent constituer un stress pour la cellule, et peuvent
affecter I’expression d’autres génes de différentes voies de signalisation moléculaire. Et pour
vérifier cette hypothése on a réalis¢ des RTqPCR sur de I’ARNm isolés a partir des cellules
microgliales BV2 sauvages et mutantes. Cette vérification a ciblé majoritairement les génes
d’inflammation, ce qui va nous permettre de mieux comprendre les voies de signalisation et les
mécanismes moléculaires qui interviennent dans la pathogenése des maladies liées aux déficience
peroxysomales et qui menent le plus souvent a des conséquences biologiques délétéres,
manifestées sous forme d’inflammation. Nous avons également ajouté une nouvelle condition pour
tester le comportement des cellules sauvages et mutantes face au stress oxydatif en les traitant
pendant 24H avec du LPS (1pg/ml).
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Figure 29: L’impact des déficiences peroxysomales sur I’expression des génes d’inflammation, Caspl
(A) 1I-14 (B), 111rn (C), Myd88 (D), Tollip (E) et Tabl (F) des cellules BV2 sauvage WT et mutantes
Abcd1”, Abcd2”, double mutantes Abcd1/d2” et Acox1”. L’ARN a été extrait a partir des cellules BV?2

171



et puis transcrit en ADNc par une transcriptase inverse, puis la quantification du niveau d’expression
des génes a été réalisée grace a la technique de qPCR. Les graphes présentent la moyenne + SD (n = 3),
la significativité statistique des résultats est déterminée selon la valeur du p (*** p < 0,001. ** p < 0.01.
*p < 0,05) comparé au control, (### p < 0,001. ## p <0,01) comparé au control avec traitement LPS
seul. Les analyses statistiques étaient réalisées en utilisant le test ANOVAL et Tukey test.

La figure 29 montre I’expression des génes d’inflammation Caspl, ll-15, Il1rn, MydS8S,
Tollip et Tabl des cellules BV2 sauvages Wt et mutantes Abcd1”, Abcd2”, double mutantes
Abcd1/d27 et Acox1™. L’expression de la caspase 1 (Figure 29, A) est induite significativement
chez les cellules mutantes, et cette induction s’accentue apres traitement des cellules avec du LPS
pendant 24H. L’expression du géne Il-7/4 (Figure 29, B) suit le profil d’expression de la caspase
1, avec une induction importante surtout chez les cellules double mutantes apres traitement au LPS,
ce qui est aussi le cas en regardant 1’expression du gene 111rn (Figure 29, C), qui est 2 fois plus
exprimé dans les cellules sauvages avec traitement LPS seul. Tandis que pour le géne Myd88
(Figure 29, D), les mutations peroxysomales augmentent significativement son expression en
comparant avec les cellules sauvages Wt, et le traitement LPS fait diminuer 1’expression sauf pour
les cellules sauvages, et Acox1” ou le traitement LPS fait augmenter ’expression du géne Myd8s.
Pour le gene Tollip (Figure 29, E), qui code pour une protéine de liaison a I'ubiquitine qui interagit
avec plusieurs composants de la cascade de signalisation du récepteur de type Toll (TLR), la
protéine régule la signalisation inflammatoire et est impliquée dans le trafic des récepteurs de
I'interleukine-1 et dans le renouvellement de la kinase associée a I'lL1R, est fortement induite chez
les cellules BV2 mutantes en comparaison avec les cellules Wt, mais cette induction diminue avec
le traitement LPS, le taux d’expression devient presque au méme niveau que les cellules sauvages
et mutantes sauf pour les cellules Abcd1™” et Acox1™ ’expression est significativement plus élevée.
En ce qui concerne I’expression du géne Tabl (Figure 29, F) codant pour une protéine régulatrice
de MAP kinase MAP3K7/TAKZ1, connu par son implication dans différentes voies de signalisation
intracellulaires telles que celles induites par TGF-B et interleukine-1, et interagissant également
avec la protéine TAK1 Kinase, son expression varie selon le type cellulaire. Sans traitement LPS
seules les cellules déficientes en Abcd1l montrent une augmentation non significative d’expression

par rapport au Wt. Alors que suite au traitement LPS pendant 24H, on voit que toutes les cellules
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mutantes sous expriment le gene Tabl surtout dans les cellules double déficientes. Le traitement

LPS n’affecte pas I’expression génique de Tab1 des cellules Acox1™".
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Figure 30: L’impact des mutations au niveau des génes peroxysomaux sur ’expression des génes de
facteur de transcription, Ppar8 (A) Ppary (B), pcgla(C), pcgl8 (D), des cellules BV2 sauvage WT et
mutantes Abcd1”, Abcd2”, double mutantes Abcd1/d2” et Acox1™. L’ARN a été extrait a partir des
cellules BV2 et puis transcrit en ADNc par une transcriptase inverse, puis la quantification du niveau
d’expression des génes a été réalisée grice a la technique de gPCR. Les graphes présentent la moyenne
+ SD (n = 3), la significativité statistique des résultats est déterminée selon la valeur du p (*** p <0,001.
**p < 0.01. *p <0,05) comparé au control, (### p < 0,001. ## p <0,01) comparé au control avec
traitement LPS seul. Les analyses statistiques étaient réalisées en utilisant le test ANOVAL et Tukey test.

L’expression génique des facteurs de transcription a été également investiguée. Le récepteur béta
activeé par les proliférateurs de peroxysomes « Ppar-f ou Ppar-delta » est un régulateur clé de

différentes voies metaboliques. Son expression comme montrée sur la (figure 30, A) est induite
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significativement chez les cellules mutantes, elle est de 1 a 2 fois plus importante que celle des
cellules sauvages Wt. Cette élévation est plus remarquable surtout chez les cellules mutantes
déficientes en Acox 1 aprés traitement LPS, tandis que pour les cellules mutantes Abcd1” Abcd2-
" et double mutantes Abcd1/d2”, le traitement LPS réduit 1’expression génique du récepteur
nucléaire Ppar-f, mais 1’induction induite par les mutations est toujours préservée. Le méme effet
de surexpression est observé dans 1’expression du gene Ppar-y, connu pour son implication et sa
régulation du métabolisme lipidique. Cette élévation d’expression s’atténue avec 24H du
traitement LPS (figure 30, B).

Le coactivateur gamma-récepteur activé par les proliférateurs de peroxysomes (PGC)-1alpha fait
partie d'une famille de coactivateurs de transcription qui joue un réle central dans la régulation du
métabolisme énergétique cellulaire. PGC-1alpha stimule la biogenese mitochondriale, et participe
a la régulation du métabolisme des glucides et des lipides. L expression du géne Pcg-1 alpha est
impactée par les deficiences peroxysomales. On observe une diminution de son expression génique
dans les cellules BV2 déficientes. Un changement de niveau d’expression du Pcg-1 alpha s’installe
apres traitement LPS pour les cellules déficientes en Acox1, et devient similaire a celui des cellules
Abcd2” (figure 30, C). Le coactivateur-1 béta (PGC-1 béta) du récepteur activé par les
proliférateurs de peroxysomes (PPAR-gamma) est un régulateur bien établi de la B-oxydation des
acides gras et de la phosphorylation oxydative dans les mitochondries. Contrairement a PCG1-
alpha, I’expression de PCG-1beta augmente dans les cellules mutantes avec et sans traitement LPS.
Le traitement LPS diminue significativement 1’expression du Pgcl8 des cellules Wt (figure 30,
D). Méme pour les autres lignées cellulaires, on observe une légére diminution de Pgcl8 en

comparant les cellules traitées avec celles non traitées, sauf pour les cellules Acox1”

174



>

o BV2Wi 1-8 = BV2 Wi
T : = -
55 5 B2 Abodt 5 6" 5 ” = BV2 Abcd1 }
g B B2 Abed? - 2 o : = V2 Abec2
5 0 B BV2 Abcd1/d2 " s, : - BV2 Abcdwiz
< B Bv2 Acox? ™ % ] e L BV2 Acox1
% & = :
g 5 E 2 :
'% it § 2 .
& 3 ek ! it
@ 0 T . & 5 : : :
(-LPS (+)LPS (-)LPS (+)LPS
Ii-4 ’ 1-10 =3 BV2 Wt
_ = Bv2wit ; o )
g 89 *kk 3 gy2 Apcd! g 3= . BV2 Abcd1 )
2 - E : =3 Bv2 Abcd2
o 6+ *EK B Bv2 Abcd? g 2- * : = .
2 ek = - I T : BV2 Abcd1/d?
= BV2 Abcd1/d2 g : = o
g 4- - = e @ 1= : BV2 Acox1
< BV2 Acox1 < '|' :
s Z :
[ 2= r 0 .
£ [ : 1
2 = G Ol 2 . 5
ki K :
[] a i
® 2 T T x 2 T - T
ILPS (+)LPS (JLPS (+)LPS

Figure 31: L’impact des mutations au niveau des déficiences peroxysomales sur I’expression des génes
pro inflammatoires, 11-6(A) 11-8 (B), et anti-inflammatoires 11-4(C), 11-10 (D), des cellules BV2 sauvage
WT et mutantes Abcd1”, Abcd2”, double mutantes Abcd1/d2” et Acox1”. L’ARN a été extrait a partir
des cellules BV2, ensuite transcrit en ADNc par une transcriptase inverse, puis la quantification du
niveau d’expression des génes a été réalisée grdce a la technique de qPCR. Les graphes présentent la
moyenne £ SD (n = 3), la significativité statistique des résultats est déterminée selon la valeur du p (***
p=<0,001. **p<0.01 *p<0,05) comparé au control, (### p <0,001. ## p<0,01) comparé au control
avec traitement LPS seul. Les analyses statistiques étaient réalisées en utilisant le test ANOVAL et Tukey
test.

Pareillement, 1’expression des génes pro-inflammatoire (11-6 et 11-8) et anti-inflammatoire (11-4 et
[1-10) des cellules BV2 microgliales a été examinée. Suite a I’analyse des niveaux d’expression
par RTqPCR, les resultats ont montre que les deux genes pro-inflammatoires sont réprimés dans
les cellules mutantes avec et sans traitement LPS, sauf pour les cellules doubles mutantes
Abcd1/d27"qui présentent un niveau d’expression significativement supérieur que cellui des
cellules sauvages. Les cellules Abcd2”- et Wtavec traitement LPS se joignent aux cellules doubles

mutantes en ce qui concerne I’expression du géne 11-8, on voit une induction de I’expression
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génique du gene pro-inflammatoire (Figure 31, A, B). Quant aux génes anti-inflammatoires 1l-4

et 11-10, ils s’expriment d’une maniére Opposée en comparaison avec les génes pro-inflammatoires.

Les mutations au niveau des génes peroxysomaux activent I’expression des genes anti-

inflammatoires d’11-4 et IL-10. Par contre le traitement LPS, atténue cette induction chez toutes

les cellules mutantes, et le taux d’ARNm d’ll-4 et 11-10 devient similaire a celui des cellules

sauvages (Figure 31, C et D). Encore une fois, les cellules Acox1” se distinguent par rapport aux

autres lignées cellulaires. Contrairement aux autres lignées BV2 mutantes, le traitement LPS a fait

augmenter davantage 1’expression 11-10 des cellules Acox1™
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Figure 32: L’impact des mutations au niveau des génes peroxysomaux sur l’expression des génes
d’inflammation, Ifny(A) Tnfa(B) Tak1(C), Lth4R (D), des cellules BV2 sauvage WT et mutantes Abcdl1
" Abcd2”, double mutantes Abcd1/d2” et Acox1”. L’ARN a été extrait a partir des cellules BV2 et puis
transcrit en ADNc par une transcriptase inverse, puis la quantification du niveau d’expression des génes
a éte réalisée grace a la technique de gPCR. Les graphes présentent la moyenne £ SD (n = 3), la
significativité statistique des résultats est déterminée selon la valeur du p (*** p < 0,001. ** p < 0.01. *p
<0,05) comparé au control, (### p < 0,001. ## p <0,01) comparé au control avec traitement LPS seul.
Les analyses statistiques étaient réalisées en utilisant le test ANOVAL et Tukey test
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La figure 32 présente le niveau d’expression d’autres génes d’inflammation. L'interféron gamma
est une cytokine soluble dimérisée qui est le seul membre de la classe des interférons de type II,
permet d’activer la réponse immunitaire innée et acquise. Ces protéines sont généralement
produites suite a une infection virale. En se fixant sur leurs cellules cibles, ces cytokines
déclenchent chez celles-ci diverses réactions permettant la mise en place d'un état de résistance
aux virus. Ici dans la figure 32, A, on peut remarquer que les déficiences peroxysomales au niveau
des cellules BV2 microgliales répriment I’expression de 1fn gamma, et cette diminution s’accentue
avec le traitement LPS de 24H. Tandis que 1’expression du géne Tnfa codant pour une cytokine
possédant des propriétés pro-inflammatoires et des fonctions d’immuno-régulation diminue chez
les cellules mutantes. Mais aprés traitement LPS, 1’effet s’inverse, on remarque une augmentation
de I’expression de ces protéines transmembranaires facteurs de nécrose tumorale (figure 32, B).
Alors que pour le TAK1, qui est un régulateur central de la mort cellulaire, activé par de nombreux
ligands exogeénes et endogenes, comme le lipopolysaccharide microbien, I'lL-1, le TNFa et le
ligand induisant I'apoptose lié au TNF (TRAIL), et permet d’initier la signalisation cellulaire
conduisant ainsi & I'activation du NF-xB et des MAPK. Ici, dans le graphe C de la figure 32, le
géne Takl est induit faiblement dans les cellules mutantes, et est réprimé significativement apres
le traitement LPS. Le géne Takl s’exprime d’une maniére opposée comparant au gene Tnfa figure
32, B et d’une maniére similaire au Tabl (figure 29, F). Leukotriene B4 Receptor, le géne Ltb4r,
impliqué dans la réponse inflammatoire et la voie de signalisation des neuropeptides, est un
récepteur du leucotriene B4, un puissant chimiotactique impliqué dans l'inflammation et la réponse
immunitaire. Son expression comme montré dans la figure 32 graphe D, est abaissée par les
mutations géniques avec ou sans traitement LPS, sauf pour les cellules mutantes Acox1”", ol le

traitement LPS active significativement I’expression du géne Ltb4r.
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iii.  L’impact des déficiences peroxysomales sur I’expression des génes de l'inflammation

Plusieurs études ont démontrés I’implication des mitochondries et des peroxysomes dans
la pathogenese de maladies neurodégénératives telles que les leucodystrophies, mais la séquence
des événements moléculaires responsables de D’altération des neurones reste a déterminer
(Vishwanath 2016). Parmi les maladies neurodégénératives peroxysomales, certaines sont la
conséquence d'un déficit d'un enzyme ou d'un transporteur peroxysomal impliqué chacun dans la
[-oxydation des AGTLC (Wanders et al. 2010; Trompier et al. 2014). La neuroinflammation et le
stress oxydatif sont deux caractéristiques principales qui accompagnent les maladies
neurodégeéneératives peroxysomales rares comme c’est le cas dans d'autres troubles de la
démyélinisation (Singh et Pujol 2010). Ceci a été corroboré par les résultats de Fan et al. chez les
souris déficientes en Acox1 (Fan et al. 1998) et par Ferdinandusse et al., sur des patients déficients
en ACOX1 (OMIM #264470) (Ferdinandusse et al. 2007). De plus, il a été montre que la déficience
en Acox1 dans les oligodendrocytes 158N de souris Acox1 génére du stress oxydatif (J. Huang et
al. 2011; Baarine et al. 2012). Ce stress oxydatif peut activer la microglie conduisant ainsi a la
surproduction de molécules pro-inflammatoires (Raas, Gondcaille, et al. 2019; Raas, Saih, et al.
2019). L absence de I’expression des genes Abcdl ou Abcd2 ; ou les expressions des deux genes
Abcdl/d2 en méme temps, ou encore de I’expression de géne Acoxl, provoque chacune une
dérégulation de la B-oxydation peroxysomale responsable de la dégradation des acides gras,
conduisant a une accumulation de AGTLC dans le plasma et les tissues. La comparaison des
cellules doubles mutantes Abcd1/d27- avec les deux lignées cellulaires portant chacune une simple
mutation (Abcd1” ou Abcd2”") donne 1I’opportunité de mieux comprendre les roles spécifiques de
ces transporteurs peroxysomaux ABCD (ABCD1 et ABCD2) et les conséquences de leurs déficits

dans les cellules microgliales.

L’étude menée par Raas et al., sur la caractérisation préliminaire de I'impact des déficiences
peroxysomales dans les cellules microgliales a montré que 1’expression du géne Trem2 (triggering
receptor expressed on myeloid cells 2) est affectée. Ceci serait a 1’origine du changement profond
dans les fonctions microgliales liées a I'inflammation et a la phagocytose (Raas, Gondcaille, et al.

2019). De plus, le travail publié par Chung et al. rapporte que I’absence du géne dACOX1 chez la
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drosophile cause une reduction de longévité, une perte de la vision, une altération de la
transmission synaptique et une perte des cellules gliale et axonale (H.-L. Chung et al. 2020). Nos
analyses des ARNm extraits a partir des cellules microgliales sauvages et mutantes, montrent que
les déficiences peroxysomales affectent considérablement 1’expression des genes de
I’inflammation. Le taux d’induction des ARNm des génes pro-inflammatoires dans les cellules
microgliales varie en fonction du géne peroxysomal muté et également si les cellules ont été
traitées ou non avec du LPS. Ce qui signifie que les cellules microgliales mutantes peuvent activer

des réseaux de signalisation différents ou convergents pour déclencher le processus inflammatoire.

En absence de tout stimulus, nous avons constaté que les niveaux d'expression des genes
codant pour les cytokines pro-inflammatoires (IL-1p et IL-6) sont modifiées dans les cellules
déficientes en Acoxl. L'induction d'IL-1p et d'IL-6 apres un traitement LPS des cellules
microgliales a été précédemment signalé par Qin et al. (Y. Qin et al. 2016). Par rapport aux cellules
sauvages, les cellules mutantes Acox1” surexpriment le géne II-15 et répriment ’expression du
géne 11-6. Le méme résultat a été décrit par Raas et al., pour les cellules déficientes en Acox1™
(Raas, Saih, et al. 2019). Les fibroblastes prélevés a partir des patients déficient en ACOX1 (P-
NALD) montrent une altération de 1’expression de la voie de signalisation IL-1 accompagnée
d’une sécrétion excessive des cytokines IL-6 et IL-8 (El Hajj et al. 2012). Contrairement aux
fibroblastes P-NALD, nos expériences réalisées sur les cellules microgliales déficientes en Acox1
montrent une diminution de taux d’expression génique d’llI-6 et 11-8, et méme a la suite du
traitement LPS. De plus, I’article publi¢ par El Hajj et al., démontre que 1’absence de ’activité
ACOXI1 active I’expression des génes Il-1¢, 11-14, 11-1r1, 1I-1rn, 1I-17c, et de Toll-interacting
protein (Tollip) (El Hajj et al. 2012). Ces données sont en accord avec nos résultats obtenus avec
les cellules microgliales déficientes en Acox1”. L’activation de la voie inflammatoire IL-1 est
déclenchée par la liaison de 1’hétérodimere IL-1o/IL-1p a I’IL-1R1 (Allan et Rothwell 2001). La
cytokine pro-inflammatoire IL-1 contréle I’expression d’autres génes inflammatoires comme le
Tnf-a et ’interféron (Ifn) par une voie de signalisation de transduction bien établie (C. A. Dinarello
1994). D’aprés la littérature, IL1RN est un récepteur antagoniste d’IL-1 qui permet de moduler la
réponse inflammatoire (Allan et Rothwell 2001). Nos expériences montrent que le récepteur
antagoniste d’IL-1 est induit dans les cellules mutantes. Avec le traitement LPS, Il1rn est
surexprimé particulierement dans les cellules sauvages et mutantes Abcd1”-, Abcd1/d27 et Acox1™".

Cette surexpression d’ll1rn serait une réponse des cellules microgliales activées afin de moduler
179



I’inflammation induite suite aux mutations et/ou apres traitement LPS pour maintenir une
homéostasie immunitaire (Allan et Rothwell 2001). L’induction de Tollip, constitue également un
élément important dans la voie de signalisation IL-1R (Burns et al. 2000) qui peut limiter la
production des cytokines pro-inflammatoires (G. Zhang et Ghosh 2002) en contrélant I’expression
de IL-6 et du TNF-a en réponse au IL-1p (Didierlaurent et al. 2006). Cette observation est
corroborée par nos résultats qui montrent I’augmentation de 1’expression du gene Tollip
accompagne par une répression des géenes Tnf-« et 11-6 dans les cellules microgliales mutantes. De
plus, I’analyse de I’expression des génes anti-inflammatoires a montré que les géenes 1l-4 et 1I- 10
sont surexprimés dans les cellules mutantes en comparaison avec les cellules sauvages. Mais le
traitement LPS abroge cette induction surtout pour les cellules déficientes Abcd1” et les cellules
double déficientes Abcd1/d2™".

Une étude établie par Dai et al., a montré que 1’activation des cellules microgliales BV-2
avec du LPS déclenche une réaction inflammatoire in vitro par la voie de signalisation Toll-like
receptor 4 (TLR4)/adapter protein myeloid differentiation factor 88 (MyD88)/nuclear factor-xB
(NF-xB) provoquant ainsi une induction de 1’apoptose des cellules surrénaliennes PC12 (Dai et al.
2015). Le récepteur de type Toll (TLR) 4 est le plus largement étudié de tous les TLRs dans la
réponse aux LPS (Poltorak et al. 1998; Shimazu et al. 1999). TLR est un récepteur membranaire
qui permet la reconnaissance de la plupart des bactéries gram négatif (Akira et al. 2006).
L’expression des genes TLR4, MyD88, et NF-kB est augmentée significativement, induisant par
conséquence 1’expression du gene IL-1f3. Nos résultats ont montré que le taux d’expression des
génes Myd88, Caspl et II-14 est élevée dans les cellules microgliales mutantes avec ou sans
traitement LPS. Plusieurs études ont montré que la stimulation des cellules microgliales par le LPS,
active I’expression de TLR4 et MyD88. Ceci entraine la dégradation et la phosphorylation de
protéines inhibitrice kB (IxB) qui empéche la translocation du facteur de transcription NF-xB. Ce
dernier est réputé controler I'expression de cytokines pro-inflammatoires, tels que I'lL-1p, I'IL-6,
le TNF-a, I’IL-12 et I’interféron B) (Aravalli et al. 2007; Lehnardt et al. 2002). Les maladies
neurodégénératives sont toujours accompagnées de 1’augmentation du taux de la cytokine 1l-1,
qui stimulerait davantage I'inflammation et I'apoptose au niveau du systéeme nerveux central (Dai

et al. 2015). Nous avons remarqué que par rapport aux cellules sauvages Wt, le taux d’ARNm II-
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1/ s’accroit notablement dans les cellules microgliales BV2 mutantes, et ce taux d’induction

augmente davantage dans les cellules déficientes traitées aux LPS.

Les cytokines pro-inflammatoires inhibent la croissance et la dissémination bactérienne,
mais leurs surproduction peut causer un choc endotoxique, connu sous le nom de septicémie (Y.
Qin et al. 2016). 11 a été démontré que la septicémie induite par 1’injection périphérique du LPS
active les cellules microgliales dans le cerveau de rat (Buttini et al. 1996; Nimmerjahn et al. 2005).
La microglie activée sécréte de nombreuses chimiokines et cytokines qui exercent des effets
neuroprotecteurs ou neurotoxiques. La microglie peut adopter deux phénotypes distincts (Mills et
al. 2000). Le phénotype M1 qui est caractérisé par la sécrétion des cytokines Thl et une production
massive des médiateurs pro-inflammatoires. Alors que le phénotype M2 implique 1’expression des
molécules Th2 anti-inflammatoire comme IL-4 et IL-10 (Lacy-Hulbert et Moore 2006). Donc les
cellules microgliales peuvent agir en réponse aux cytokines Th1 ou Th2 en empruntant deux voies
distinctes : la voie IFNy/TNFa ou la voie IL-4/IL13 (Durafourt et al. 2012). Le travail publié par
Qin et al., suggére 1’existence d’une tolérance aux endotoxines quand les cellules microgliales sont
préconditionnées avec du LPS. Elles peuvent ainsi développer un mécanisme de défense
neuroprotecteur qui permet d’atténuer les réponses pro-inflammatoire (Y. Qin et al. 2016). Nous
avons observé que le processus anti-inflammatoire est activé dans nos modeéles de cellules
microgliales présentant un déficit peroxysomal. Toutes les cellules mutantes révélent une
diminution de I’expression des cytokines pro-inflammatoires 11-6 et 11-8, sauf les cellules doubles
déficientes Abcd1/d2”. Quant a I’expression génique d’I1-4 et d’1I- 10, impliqués dans le processus
anti-inflammatoire, est augmentée, alors qu’elle est diminuée apreés traitement au LPS et ceci dans
toutes les cellules mutantes, contrairement aux cellules sauvages. L’augmentation des cytokines
anti-inflammatoires nous laisse penser que les cellules microgliales mutantes adoptent un
phénotype M2, qui peut étre décrit comme une tolérance aux mutations géniques comparée a la
tolérance aux endotoxines décrite par Qin et al., suite aux traitements répétés et successifs aux LPS
(10ng/ml puis avec 100ng/ml) des cellules microgliales (Y. Qin et al. 2016). De fagon intéressante,
il est important de souligner que 1’augmentation d’expression de genes codant pour des protéines
participant a la voie de signalisation pro-inflammatoire IL-1 (Myd88, Tab1l, Takl) dans les cellules
mutantes s’atténue apres traitement de ces cellules par le LPS pendant 24H. Alors que I’expression

des génes II-1, Caspl et Tnf-a reste élevée avec le traitement LPS. Le complexe composé par le
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TGFpB-activated kinase 1 (TAK1) et ses protéines de liaisons, TAB1, TAB2 et TAB3, sont
également recrutées au TRAF6 (TNFR-associated factor 6) (C. Wang et al. 2001). TAK1
phosphoryle I'lKK-B et la MAP kinase kinase 6 (MKKG6), permettant ainsi I’activation de NF«xB
et les MAP Kkinases, puis une induction de I’expression des génes impliqués dans la réponse

inflammatoire.

Par ailleurs, 1’activation aigue ou chronique de la microglie entraine la libération des
molécules potentiellement cytotoxiques comme les cytokines pro-inflammatoires, les especes
réactives d'oxygeéne, le NO et des molécules chimiotactiques comme le leucotriene B4 (LTB4)
(Hughes 2012; Surace et al. 2012; Trang et al. 2012). Curieusement, le LTB4 est également un

agoniste physiologique important de PPARa. L’activation de PPARa diminue la sécrétion de

LTB4 et stimule sa dégradation par la 3-oxydation peroxysomale. Le LTB4 joue un grand role
dans la régulation de I’inflammation via sa double capacité d’exercer des effets pro-inflammatoires
via son récepteur BLT2 (LTB4R) et des effets anti-inflammatoires via PPARa (Narala et al. 2010).
Nos résultats montrent que le traitement LPS abaisse 1’expression de Ifn-y et de Ltb4r dans les
cellules mutantes et sauvages. Ajouter a cela, que les récepteurs nucléaires sont aussi affectés par
les déficiences des génes mutés de la B-oxydation peroxysomale, et par le traitement LPS dans les
cellules microgliales. En effet, nos résultats montrent que les expressions de génes Pparf et Ppary
sont significativement induites dans toutes les cellules mutantes par rapport aux cellules sauvages.
Parallelement, Fan et al., ont observe dans le foie de souris déficientes en Acox1 une activation
soutenue des voies de signalisation PPARa (Fan et al. 1996; 1998). Cette activation des récepteurs
nucléaires peut étre expliquée par I’accumulation des AGTLC, a la fois substrats d’ACOX1 et
activateurs des PPARs dans les cellules microgliales (J. Huang et al. 2012). Les PPARS, comme
d’autres récepteurs nucléaires, jouent le réle de facteurs de transcription pour réguler I’expression
génique suite a leurs activations par des ligands naturels ou synthétiques (Schoonjans et al. 1997).
Le PPARy murin est capable d’activer le promoteur du géne de 1’enzyme bifonctionnelle, qui code
pour la deuxiéme enzyme du systeme de la 3-oxydation peroxysomale (Y. Zhu et al. 1993). Dans
le foie de souris déficientes en Acoxl, la suppression de PPARa s’accompagne d’une
surexpression de PPARYy, contribuant vraisemblablement a la stéatose hépatique développée chez
souris Acox1™~. Or, PPARy a été décrit comme un régulateur essentiel de ’adipogenése. Ceci

suggere que I’accumulation excessive des AGTLC, principalement insaturés, entrainerait une

182



saturation ligand-dépendante du PPARa et en méme temps une activation des autres isoformes de

PPARs, PPARy et PPARP. Les AGTLC n’activent pas seulement les PPARS mais aussi les
récepteurs TLRs (Shimizu 2009; Bensinger et al. 2008; Kawai et al. 2010). Ceci pourrait expliquer
I’exacerbation de la réponse inflammatoire dans les cellules mutantes traitées pendant 24H aux
LPS (1pg/ml). Le traitement LPS a diminué légérement 1’expression des genes Pparf et Ppary
dans les cellules mutantes Abcd1”- et Abcd1/d2 -, alors que remarquablement un effet inverse est
observé dans les cellules déficientes en Acox1™. Il faut également noter que le traitement LPS n’a
pas d’effet sur I’expression des PPARs dans les cellules sauvages. Cependant, les expressions des
coactivateurs Pgcl-« et Pgcl- # diminuent avec le traitement LPS chez les cellules sauvages.
PPAR est capable d’inhiber 1’activation de NF«kB et induire I’expression des médiateurs anti-
inflammatoires tel que le TGF-B (Bishop-Bailey et Bystrom 2009). De plus, PPARy permet
d’inhiber les activités transcriptionnelles de NFkB, de réduire la production des molécules pro-
inflammatoires, et d’induire I’expression des médiateurs anti-inflammatoires (W. Huang et al.
2010; J. H. Chung et al. 2008; Zolezzi et al. 2017). Dans des conditions de culture en présence des
LPS, les macrophages Ppary” montrent une augmentation importante des taux d’expression des
cytokines pro-inflammatoires 11-6, 11-12, 1I-13 et Tnf-a (Heming et al. 2018). L’activation de
PPAR« et PPARP/S inhibe I’expression de TNF-a induit par LPS dans les cardiomyocytes de rat
nouveau-nés (Takano et al. 2000). Une autre observation rapportée par Zhu et al., démontre que
I’inflammation induite par les LPS, et activant la voie NFkB, est inhibée dans les cellules
RAW264.7 suite a I’activation de PPARy (T. Zhu et al. 2016). Plusieurs études ont démontré qu’il
existe une voie de signalisation qui permet I’interaction entre le PPARy et IL-10 (A. E. Ferreira et
al. 2014). Nos résultats montrent que 1’induction de I’expression de PPARYy s’accompagne d’une
augmentation de 1’expression du géne anti-inflammatoire 11-10. Le traitement LPS, atténue
I’induction de I’expression de Ppary et 11-10. La voie de signalisation PPARy/IL-10 bloque Myd88
ce qui par conséquent inhibe la signalisation TLR (M.-J. Choi et al. 2017). Une étude réalisée dans
les monocytes humains par Dasu et al., a montré que 1’expression de TLR2 et TLR4 induites par
Pam- (Pam3CSK4, est un lipopeptide synthétique tri acylé (LP) imite I'extrémité amino-terminale
acylée des LP bactériennes) et le LPS est inhibée par la pioglitazone, un agoniste de PPARy (Dasu
et al. 2009). De plus, les ligands de PPARy protegent contre la neurotoxicité, en augmentant
I’expression de Pgcl-« et en modulant la dynamique des mitochondries dans les neurones

(Christofides et al. 2021). Une autre étude conduite chez le rat par Liu et al., a montré que
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I’activation de Pgcl-« protege, en inhibant le processus pro-inflammatoire, contre une Iésion aigue
de poumon induite par les LPS (W. Liu et al. 2021). Le traitement de souris avec du TNF-a et de
I’1L-1 ou avec du LPS permet de diminuer le taux des ARNms de RXRa, PPARa, PPARY, LXRa,

et PGC1-a, PGC1-$ dans le foie, ce qui contribue aux altérations dans le métabolisme lipidique
hépatique durant la phase inflammatoire aigiie médiée par les cytokines pro-inflammatoires (M. S.
Kim et al. 2007). Pareillement, dans les cellules microgliales le traitement aux LPS diminue

I’expression de PPARY ainsi que le taux d’ARNm des coactivateurs Pgcl-¢, et Pgcl- g.

L’ensemble de ses résultats renforce I’idée que la perturbation du métabolisme des acides
gras, en I’occurrence dans le peroxysome, se traduit par une activation du processus inflammatoire
et finalement par une dérégulation de I’homéostasie des cellules microgliales qui serait a I’origine

de la neuroinflammation.

C. Conséguence des déficiences peroxysomales sur I’expression des hydrolases

lysosomales
3. Expression protéique
3.1.Dans les lysats cellulaires

Les réponses immunitaires des cellules microgliales sont tres importantes pour assurer
I’intégrité des cellules du systéme nerveux central. La régulation des fonctions des cellules BV-2
peut étre assurée par différentes cathepsines dont la plupart sont localisées au niveau du lysosomes.
Récemment, au laboratoire a Dijon, une analyse transcriptomique a été réalisée par RNA-seq sur
les lignées cellulaires sauvages et mutantes. L’analyse des données a montré que 1’expression des
ARNmMs issus de nombreux genes et participant a la phagocytose ou contrdlant la réponse
inflammatoire a été affectée. Ces résultats (non encore publiés) indiquent qu’un certain nombre
d’ARNm codant pour des protéines lysosomales, a I’exemple de la Cathepsine B, la Cathepsine D,
la Cathepsine K, Lamp2 et le lysozyme sont surexprimés. Nous avons donc cherché a analyser ces
résultats par d’autres approches au niveau post traductionnel et I’expression de ces protéines
comme reporté ci-apres dans les figures 33, 34 et 35. Nous avons donc décidé d’établir des
expériences d’immunoblotting afin de détecter les protéines lysosomales dans les lysats cellulaires

et le milieu de culture des cellules BV-2.
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De nombreuses études visent a prouver et chercher I’implication des lysosomes dans 1’activation
des microglies et dans la réponse inflammatoire. Les cellules immunitaires microgliales
contiennent deux formes principales de CathB et CATHK détectées par Western blot la forme a
~43-45kDa la forme précurseur glycosylée et la forme mature a ~28-38 kDa produite par le clivage
protéolytique. Les cathepsines sont produites sous une forme immature « pro-cathepsine » et pour
devenir matures et actives elles subissent une activation protéolytique pour devenir des protéines
fonctionnelles dans le systéme lysosomal et endosomal. Différentes cathepsines sont soit
intracellulaires localisées dans les lysosomes soit extracellulaire. Les hydrolases lysosomales
secretees par la cellule. Elles sont également exprimées différemment par la microglie en réponse
aux différents stimuli pro-inflammatoire. Apres analyse par western blot des lysats cellulaires et
des milieux de culture des trois lignées cellulaires, nos résultats montrent que le taux d’expression
de la cystéine protéase CATHB lysosomale est élevé chez les cellules déficientes en Abcdl, Abcd2,
double mutante Abcd1/d2 et en Acox1l comparées aux cellules sauvages Wt. Nous avons évalué
¢galement I’expression de LAMP2, une protéine localisée au niveau de la membrane lysosomale.
L’analyse par western blot révele une faible induction de I’expression de LAMP2 dans les cellules
déficientes en Abcdl, mais pas dans les cellules déficientes en Abcd2, double mutante Abcdl1/d2
et en Acoxl. L’analyse transcriptomique indique également une augmentation des ARNm codant
pour LAMP2, aussi bien dans les BV-2 Acox1™ que dans les BV-2 Abcd1d2™. La forme pro est
traitée pendant le transport a travers les endosomes, sur son chemin vers les lysosomes ou la forme

mature s'accumule.
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Figure 33: L’analyse de I’expression protéique de la CATHB (38kDa), CATHK (28kDa) et LAMP2
(110kDa) par western blot des cellules BV-2 (WT, Abcd1™, Abcd2”, Abcd1d2” et Acox1 7). Trente ug
de protéines d’extrait cellulaire ont été séparées sur un gel d’électrophorése SDS PAGE de 12%, ou 10%
puis transférées sur une membrane PVDF et analysée par immunoblotting avec ’anticorps anti CathB
(A, D), anti CathK (B, E) et anti-Lamp2(C, F). Analyse densimétrique de I’'immunoblot pour comparer
Dintensité du signal obtenu au niveau des bandes. Les graphes présentent la moyenne # SD (n = 3), la

significativité statistique des résultats est déterminée selon la valeur du p (*** p <0,001. **p <0.01. *
p <0,05) comparé au control, (### p <0,001. ## p =<0,01) comparé au control avec traitement LPS

seul. Les analyses statistiques étaient réalisées en utilisant le test ANOVAL et Tukey test. Les pointes de
fleche bleue et noires désignent les formes de protéine précurseur et mature respectivement.

Les lysosomes sont des organites a membrane unique, considérées comme sites de
recyclage dans les cellules eucaryotes. Ils sont équipés d’hydrolases acides et dégradent les

macromolécules vieillies ou endommagees et les organites séquestrés ou internalisés par
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autophagie, endocytose et phagocytose. Les blocs de macromolécules (acides aminés, sucres,
nucléosides, etc.) libérés par ces hydrolases sont ensuite exportées vers le cytosol par des
transporteurs lysosomaux pour étre réutilisées dans le métabolisme cellulaire. En plus de ce réle
catabolique bien connu, les lysosomes sont impliqués dans d'autres fonctions cellulaires, telles que
la mort cellulaire, réparation de la membrane cellulaire et le rétablissement de 1’homéostasie

cellulaire.

Les précurseurs de la cathepsine subissent un traitement protéolytique et une maturation
dans les lysosomes, les protéases sont présentes sous deux formes dans la cellule, précurseur (Pro)
et mature (Active). Dans la figure 33 (D, E), on voit clairement 1’induction de I’expression
protéique des protéases lysosomales CATHB et CATHK dans les cellules mutantes. Ces
différences se voient dans les deux formes mature et précurseur de I’enzyme lysosomale CATHK.
En ce qui concerne, la protéine membranaire LAMP2, les résultats ne montrent pas de différences
significatives dans I’expression protéique en comparaison avec les cellules sauvages Wt, a
I’exception des cellules déficientes en Abcdl qui présentent une légere élévation, mais
statistiquement significative (Figure 33, C, F). Les cathepsines B et K s’expriment pareillement

dans les cellules mutantes en particulier la forme active.

En plus, notre étude a visé aussi 1’exploration de 1’expression des protéines lysosomales
dans des conditions de stress cellulaire de microglies par traitement des cellules BV2 sauvages et
mutantes avec du LPS pendant 24H. De I’immunoblotting a été réalisé sur 30ug d’extrait protéique
pour détecter les protéases lysosomales. La figure 34 montre 1’expression protéique des trois
protéines lysosomales CATHB, CATHK, et LAMP2, I’induction dans les cellules mutantes est
presque au méme niveau avec ou sans traitement LPS. (Figure 34). L’expression de la protéine

LAMP?2 est Iégérement modifiée par le traitement LPS, mais non significative.
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Figure 34 L’analyse de ’expression protéique de la CATHB (38kDa), CATHK (28kDa) et LAMP2
(110kDa) par western blot des cellules BV-2 (WT, Abcdl1-/-, Abcd2-/-, Abcdld2-/- et Acoxl -/-). Trente
ug d’extrait de protéines stimulées avec du LPS (1pg/ml) pendant 24h, séparées sur un gel
d’électrophorése SDS PAGE de 12%, ou 10% puis transférées sur une membrane PVDF et analysée par
immunoblotting avec anticorps anti CathB (A, D), anti CathK (B, E) et anti-Lamp2(C, F). Analyse
densimétrique de I’'immunoblot pour comparer intensité du signal obtenu au niveau des bandes. Les
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graphes présentent la moyenne + SD (n = 3), la significativité statistique des résultats est déterminée
selon la valeur du p (***p < 0,001. **p < 0.01. * p <0,05) comparé au control, (### p < 0,001. ## p
< 0,01) comparé au control avec traitement LPS seul. Les analyses statistiques étaient réalisées en
utilisant le test ANOVAL et Tukey test. Les pointes de fleche bleue et noires désignent les formes de
protéine précurseur et mature respectivement.

La cathepsine B est surexprimée dans les cellules mutantes et apres traitement LPS de 24H
(Figure 34, A, D). Ainsi que pour I’expression de la Cathepsine K dans les cellules mutantes, la
protéine est surexprimée considérablement par rapport aux cellules sauvages Wt. Le traitement
LPS, active significativement I’expression de la cathepsine K des cellules Abcd2™et les cellules
Acox1” par rapport aux cellules contrdle ayant recu un traitement LPS (Figure 34, B, E). Le
niveau d’expression protéique de la protéine LAMP2 représenté dans le graphe C, ne montre pas
de changements notables en comparant les lignées cellulaires entre elles. Mais avec un traitement
LPS, les cellules mutantes modifient Iégerement 1’expression de LAMP2 cellulaire qui se traduit

par une faible élévation affectant les 4 lignées cellulaires déficientes (Figure 34, C, F).

3.2.Dans le milieu de culture

Les protéines cellulaires ne sont pas seulement présentes dans la cellule mais aussi dans le milieu
extracellulaire. Les protéases lysosomales telles que les cathepsines, sont secrétées par les cellules
afin d’assurer les échanges intercellulaires et pour réguler différentes voies de signalisation comme
I’inflammation. Ici, I’extrait protéique de milieu de culture a été séparé sous un champ électrique,
et puis transféré sur une membrane PVDF afin de détecter les bandes correspondantes aux

cathepsine K.

La figure 35 présente le résultat de sécrétion de la forme précurseur de Cathepsine K dans le milieu
de culture cellulaire qui est de 28kDa. On remarque que les déficiences peroxysomales
n’augmentent pas seulement I’expression génique et protéique de la protéase lysosomale mais
aussi sa sécrétion dans le milieu extracellulaire. De plus, le traitement LPS pendant 24H des
cellules BV2 microgliales exacerbe remarquablement le taux de sécrétion de la forme Pro-CathK
dans le milieu de culture cellulaire. La forme mature de CATHK était non détectable dans

I’ensemble des western blots réalisées sur les extraits protéiques de milieu de culture.

189



CATHK

secretion =2
30 = = D1-KO
= D2-KO
25=
- E D1/D2-KO
s 7 i B ACOX1-KO
O 15+
T
X 0=
LT :
0- Olll
] C-]
Q <
&
BV-2 Cell line
- + LPS
KO KO
WT D1 D2 g;"Acom WT D1 D2 g;’ ACOX1
28kDa - - S # «pPo

Figure 35: Les déficiences peroxysomale et le traitement LPS augmentent la sécrétion de la forme pro
de la protéine Cathepsine K (28kDa) dans le milieu de culture. Analyse de I’expression protéique de la
CATHK par western blot des cellules BV-2 (WT, Abcdl-/-, Abcd2-/-, Abcd1ld2-/- et Acoxl -/-) traitées
avec du LPS pendant 24H. L’extrait protéique du milieu de culture a été séparé sur un gel
d’électrophorése SDS PAGE de 12%, puis transférées sur une membrane PVDF et analysée par
immunoblotting avec I’anticorps anti CathK. L’Analyse densimétrique de I’'immunoblot a été faite pour

comparer Uintensité du signal obtenu au niveau des bandes par rapport au Wt. Fléche bleue  la protéine
sous sa forme pro.

4. Activité enzymatique
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Afin de conforter nos résultats obtenus par western blot montrant que les mutations des genes
peroxysomaux augmentent I’expression protéique des enzymes lysosomales. On a procédé a la
mesure des activités enzymatiques in vitro des enzymes lysosomales des cellules microgliales

sauvages et déficientes.
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Figure 36: Mesure de Pactivité spécifique de la cathepsine B dans les lysats des cellules BV-2 T,
Abcd1d2” Acox1”. A. Les résultats représentent la moyenne de activité spécifique de la cathepsine B
dans les lysats de cellules cultivées dans un milieu de culture pourvu de sérum (+écart-type) calculée a
partir des activités mesurées dans 3 expériences indépendantes. B. Résultats de Pactivité spécifique

191



Cathepsine B dans les lysats cellulaires en absence de sérum, C. Mesure de ’activité enzymatique de la
cathepsine B forme active dans le milieu de culture, D. Mesure de I’activité enzymatique de la forme
Procathepsine B dans le milieu de culture dépourvu de serum. E. Pourcentage de sécrétion de la
cathepsine B forme active dans le milieu de culture cellulaire. F. Pourcentage de sécrétion de la frome
Procathepsine B dans le milieu de culture dépourvu de sérum.

Dans cette partie du manuscrit, on présente les résultats du dosage de D’activité
enzymatique de la Cathepsine B active et la Procathepsine B dans les lysats cellulaires et dans le
milieu de culture. Afin de doser I’activité de la cathepsine B dans le milieu de culture cellulaire
¢’était nécessaire de procéder a I’¢limination des protéines albumine du serum bovin contenues
dans le milieu de culture. Pour cette raison, les cellules ont subi 4H de privation de serum avant la

récolte.

La figure 36 montre les résultats de dosage de I’activité enzymatique de la cathepsine B
(CathB) dans les lysats cellulaires de cellules BV-2. Une faible augmentation de 1’activité de la
cathepsine B est observée dans les cellules Acox1” comparées aux cellules sauvages Wt. Alors
que dans les cellules Abcd1d2”, I’activité enzymatique CATHB est similaire aux cellules WT
(figure 36, A). Quand mesurée sur des lysats de cellules privées de sérum pendant 4H, I’activité
enzymatique de la cathepsine diminue par rapport a celle en présence de sérum, mais le profil est
presque similaire figure 36, B. L’activité de la forme active de la cathepsine B dans le milieu de
culture est faiblement plus élevée chez les cellules doubles mutantes figure 36, C. Alors que
I’activité enzymatique de la forme Procathepsine dans le milieu de culture est en concordance avec
celle dosée dans les lysats cellulaires en absence de sérum figure 36, D. Dans le graphe E de la
figure 36, on trouve le pourcentage de sécrétion de la forme active de la cathepsine B dans le milieu
extracellulaire. Les cellules doubles mutantes libérent davantage la forme active de la protéase
lysosomales que les cellules sauvages et les cellules déficients en Acoxl. Cependant, le
pourcentage de sécrétion de la Procathepsine B est similaire dans les 3 types cellulaires figure 36,
F.
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iv.  Impact sur expression des hydrolases lysosomales

Les enzymes lysosomales dégradent les composés cellulaires séquestrés par autophagie ou
des composants extracellulaire internalisés par endocytose ou par phagocytose (Trivedi et al. 2020).
Les cathepsines sont des hydrolases lysosomales jouant un réle vital dans la digestion, la résorption
osseuse, I’apoptose, la réponse immunitaire, la libération des hormones, la synthése protéique, le
transport vésiculaire et I’autophagie (Brix et al. 2008; Turk et al. 2012). Cependant, 1’état
inflammatoire affecte considérablement leurs activités (Patel et al. 2018). Les cathepsines sont
impliquées dans plusieurs maladies neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer ou la
schizophrénie (Timur et al. 2016; Schilcher et al. 2014). Nos résultats montrent que les déficiences
peroxysomales dans les cellules microgliales BV-2 altérent 1’expression protéique et ’activité
enzymatique des enzymes lysosomales. Ceci pose la question de I’implication des lysosomes dans
la pathogenése des leucodystrophies peroxysomales. les travaux de Mizunoe et al., indiquent que
la surexpression de la cathepsine B dans les adipocytes cause un dysfonctionnement du
métabolisme lipidique (Mizunoe et al. 2020). De plus, plusieurs études ont souligné I’implication
de la surexpression et la sécrétion des cathepsines des microglies activées dans la
neuroinflammation chronique, la neurotoxicité et la mort neuronale (Nakanishi 2020b). La
localisation des cathepsines n’est pas limitée au compartiment endolysosomal, mais elles peuvent
étre localisées également dans le cytoplasme et le milieu extracellulaire, soulignant ainsi leur
implication dans différentes activités biologiques endo- et extra-lysosomales (Reiser et al. 2010;
Vizovisek et al. 2019).

Les variations de ’expression ou de la localisation de la cathepsine B microgliale jouerait
un role majeur dans I’accélération de la sénescence cérébrale. Nakanishi et al., ont indiqué que
durant le processus neuropathologique, les cellules microgliales activées expriment et secrétent
différentes cathepsines, et leurs activités enzymatiques contribuent a la persistance de
I’inflammation et de la réponse immunitaire (Nakanishi 2003; 2020a; Lowry et al. 2018). Trois
voies de signalisations sont connues pour 1’activation de I’inflammasome NLRP3, et impliquent
particulierement le flux potassique, la génération de ROS et la production de la cathepsine B. La
presence de LPS déclenche les voies de signalisation toll-like receptor (TLR)-4 et celle de I’ATP.
L’inflammasome NLRP3 (NOD-like receptor containing-pyrin domain 3) est ensuite activé pour

cliver la pro-caspase-1 en caspase-1, permettant ainsi la secrétion de IL-1B (Nakanishi 2020b;
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Wynick et al. 2016). Une étude in vivo sur des souris déficientes en TLR-4 et traitées avec du LPS,
a montré que I’inhibition de ’activité de cathepsine B réduit I’activation de la caspase-11 et de
I’inflammasome NLRP3 (N. Chen et al. 2018). La maturation de la cytokine pro-inflammatoire
IL-1P en IL-1P nécessite, en plus de la caspase-1, la présence de la protéase cathepsine B (Hentze
et al. 2003; Gicquel et al. 2015; Okinaga et al. 2015) (Gicquel et al. 2015). Une étude in vitro
conduite par Terada et al., a démontré que I’inhibition pharmacologique et génique de la cathepsine
B bloque la sécrétion de I’interleukine mature IL-1B par les microglies stimulées avec de la
chromogranine A (Terada et al. 2010). La cathepsine B peut seule induire la maturation de
procaspase 1 sans I’implication de NLRP3, mais ce processus d’activation se passe uniquement
dans un milieu a pH acide (Vancompernolle et al. 1998). En effet, la cathepsin B est impliquée
dans 1’activation de la procaspase-1 a travers 1’activation directe de la procaspase-11 dans des
conditions de pH neutre. Ajouter a cela, que I’activité de la cathepsine B est impliquée dans la
production de TNF-a, en jouant un réle majeur dans les modifications post-traductionnelle de
TNF-a, son transport et sa secrétion (Ha et al. 2008). L’activité protéolytique de cathepsine B
entraine la dégradation de IkBa ubiquitinylée, permettant I’activation de NFkB. Le NFkB est un
facteur de transcription clé¢ impliqué dans la régulation de I’expression des génes médiateurs de
neurotoxicité des cellules microgliales activées en phénotype M1 neurotoxique (J. Ni et al. 2015).
Nos travaux montrent que toutes les cellules microgliales mutantes surexpriment la protéine
cathepsine B par rapport aux cellules sauvages Wt. En conséquence, les résultats de RTgPCR
montrent une augmentation de 1’expression génique d’1l- 1. Ces données nous indiquent que la
cathepsine B serait impliquée dans I’induction de I’expression d’lI-14 dans les cellules déficientes
par I’activation de la voie de NFkB. Ni et al., ont rapporté que NFkB peut étre maintenu activé
grace a la protéolyse d’IkBa par la cathepsine B dans les auto-lysosomes des microglies activées
(J. Ni et al. 2015).

Dans les conditions de culture en présence de LPS, I’expression de la cathepsine B et K
diminue dans les cellules mutantes Abcd1”" et double mutantes Abcd1/d2”- en comparaison avec
les cellules déficientes non-traitées. Contrairement aux cellules Acox1”, chez qui le traitement
LPS induit significativement 1’expression de la cathepsine K. De plus, la détection de CATHK
dans le milieu extracellulaire atteste que les cellules mutantes secrétent excessivement de la

cathepsine K par rapport aux cellules sauvages. Il a été démontré que la dérégulation de
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I’expression de CATHK peut altérer la signalisation Toll-like receptor 9 (TLR 9) dans les cellules
dendritiques (Asagiri et al. 2008). De plus, I’induction de 1’expression de la CATHK a été décrite
lors de la différentiation des ostéoclastes (Puissant et Boonen 2016). Keegan et al., ont montré que
I’expression et I’activation de CATHK est induite dans les cellules endothéliales aortiques
humaines stimulées avec du TNF-a via I’activation de la voie de signalisation c-jun N terminal
kinase (Keegan et al. 2012). Le protéine c-JUN est activé par phosphorylation lui permettant ainsi
de se dimériser avec la protéine c-FOS et former le facteur de transcription AP-1. L’élément de
réponse permettant la fixation d’AP-1 a été identifié et validé dans la région promotrice du géene
Ctsk codant pour CATHK (Pang et al. 2007). Ainsi le traitement des cellules avec un inhibiteur de
phosphorylation de IkBa, est suffisant pour bloquer I’induction de la cathepsine K. Donc
I’activation de NFxB et AP-1 sont nécessaire pour activer I’expression du géne Ctsk, et donc
I’expression de la protéine CATHK dans les cellules endothéliales, impliquée dans le remodelage
de I’endothélium des vaisseaux sanguins qui est causé par 1’inflammation chronique et le
perturbation du flux sanguin (Keegan et al. 2016). Nos résultats de quantification d’expression
génique de TNFa, et de quantification protéique de CATHK ont montré que 1’expression de la
protéase CATHK est induite, tandis que le géne TNF-a est sous-exprimé dans toutes les cellules
mutantes. Il semblerait donc que la production de la Cathepsine K dans les cellules microgliales
déficientes ne dépend pas particuliérement de 1’activation du TNFa. Une autre étude mené par
Sukhova et al., a montré que IFNy induit la production et la sécrétion de la cathepsine K dans les
cellules de muscle lisse (Sukhova et al. 1998). En revanche, la production et la sécrétion de la
Cathepsine K a été induite dans toutes les cellules BV2 microgliales mutantes dans les deux
conditions de culture, avec ou sans LPS, malgré la répression de 1’expression génique de 1’Infy.
Ceci pourrait indiquer I’existence de différences spécifiques dans la réponse aux cytokines pro-

inflammatoire en fonction du type cellulaire.

Il a été rapporté que 1’autophagie survient en réponse au stress cellulaire induit par de
I’hypoxie et I’inflammation (Gottlieb et Mentzer 2010). Parmi les protéines lysosomales
participant a 1’autophagie se trouve la protéine LAMP2 (lysosome-associated membrane
protein 2), qui contribue a la maturation des vacuoles autophagiques (Tanaka et al. 2000;
Eskelinen 2006). Elle est également impliquée dans le transport endosomal/lysosomal du
cholestérol (Kk et al. 2007). La réduction de I’expression de LAMP2 augmente le taux des

protéines oxydées dans les foies de souris agées (A. M. Cuervo et Dice 2000; Ana Maria Cuervo
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et Wong 2014; Takahashi et al. 2013). Plusieurs études ont démontré que la deficience en LAMP-
2 induit I’accumulation des vacuoles autophagiques et cause la maladie de Danon, caractérisée par
une sévere myopathie des muscles squelettiques et cardiaques (Nishino et al. 2000; Maron et al.
2009). Les souris déficientes en LAMP2 développent une myopathie cardio-squelettique
vacuolaire similaire a celle observée chez les individus avec la maladie de Danon (Tanaka et al.
2000). Dans nos résultats 1’expression de LAMP?2 a été significativement altérée particuliérement
dans les cellules déficientes en Abcd1” et non dans les autres cellules microgliales. L autophagie
joue un rdle vital pour rétablir la balance inflammatoire et maintenir I’homéostasie immunitaire
(Ge et al. 2018). Elle peut aussi étre impliquée dans la suppression de 1’inflammation par la
régulation de I’expression des cytokines pro-inflammatoires (Nakahira et al. 2011). L’autophagie
est induite par I’lL-1, TNF-a, et IL-6, et elle est bloquée par les molécules anti-inflammatoires
comme IL-10, et IL-4 (Ge et al. 2018; N.-Y. Lin et al. 2013). L’induction de I’expression de
LAMP2 des cellules microgliales BV2 mutantes Abcd1™ et Acox1™ stimulées avec du LPS est
peut-étre liée a 1’activation de la molécule TNF-a. Il a été rapporté que I’inhibition par le LPS de
I’autophagie, dans les cellules mononuclées humaines du sang périphérique, entraine une
diminution de la sécrétion de TNF-a et IL-6, et une augmentation dans 1’expression génique d’IL-
1B (Ge et al. 2018; Crisan et al. 2011). Alors que dans le cas de macrophages activés par le LPS,
I’autophagie supprime 1’expression de TNF- o LPS-dépendante, tandis que I’inhibition de
I’autophagie rétablie ’expression TNF-a associée au traitement LPS (Pun et al. 2015). IL-1p est
capable de stimuler 1’autophagie via la signalisation mitochondriale, qui exerce un effet protecteur
sur les cellules. De plus, IL-1a et IL- 1B peuvent déclencher la formation des autophagosomes, et
induire I’autophagie faisant partie de la régulation négative rétroactive pour limiter la réponse
inflammatoire (M. Zhang et al. 2015). Les résultats transcriptomiques de Raas et al. (non encore
publiés) ont montré une dérégulation de I’expression de Lamp2 dans les cellules mutantes. Nos
résultats sur ’expression protéique de LAMP2 ne révelent pas de variations évidentes dans
I’expression de cette protéine lysosomale dans les cellules mutantes. La plupart des travaux publiés
sur ’autophagie indiquent que celle-ci peut réguler et étre régulée par les cytokines pro-
inflammatoires. Ce qui suggere I’implication de TNF-a et IL-13 dans la régulation de I’expression
de LAMP2 dans les cellules microgliales déficientes. Chez le modéle murin de la sclérose en
plagues, il est noté une augmentation du stress oxydatif et de I’inflammation et une diminution du

LAMP2 (Lindberg et al. 2004). Dans différentes cellules gliales 1’autophagie joue un role
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important dans la régulation de la neuroinflammation dans le systeme nerveux central (Liang et
Le 2015). La dérégulation de I’autophagie dans la microglic pourrait perturber le processus

d’élimination des débris cellulaire et puis favoriser la neuroinflammation persistante (Liang et Le

2015).

Sur I’ensemble des immunoblots réalisés avec des extraits protéiques des cellules
microgliales BV-2, la cathepsine B est exprimée plus sous sa forme active que sous sa forme
précurseur. Les précurseurs de cathepsines subissent un processus de maturation protéolytique
dans les lysosomes (Zaidi et al. 2008). Ceci nous laisse suggérer un changement de pH dans les
lysosomes des cellules BV2 mutantes. Les cellules Abcd1” et Abcd1/d27 sécrétent abondamment
la forme précurseur de la cathepsine K de 43kDa par rapport aux cellules sauvages, suivies, en
terme de niveau de sécrétion, par les cellules Abcd2” puis Acox1”. Le taux de sécrétion de la
procathepsine K augmente avec le traitement LPS. Dans les cellules de mammiferes, les cystéines
-protéases sont synthétisées sous leurs forme précurseur inactives, et peuvent étre soit sécrétées
comme proenzymes dans le milieu extracellulaire soit transportées via les récepteurs mannose-6-
phosphate vers le compartiment lysosomal ou elles subissent le processus de maturation et devenir
des enzymes actives (Katunuma 1989). L’activation de la procathepsine K se passe dans des
conditions de pH acide (Patel et al. 2018), elle doit soit étre clivée par une autre protéase, ou doit
subir un processus autocatalytique (Bossard et al. 1996; Bromme et al. 1996; McQueney et al.
1997). L’ensemble des données récoltées nous laisse suspecter une surproduction de la cathepsine
K, ou un changement de pH lysosomal dans les cellules microgliales mutantes. Les travaux publiés
par Godat et al., montre que ’activité de la cathepsine K peut étre régulée par le peroxyde
d’hydrogéne (Godat et al. 2008). Ils ont trouvé que la molécule H>O; est capable de perturber et
inhiber le processus de maturation de la cathepsine K et inactiver sa forme mature en fonction du
temps et la concentration utilisée dans le traitement. Comme indiqué précédemment, le déficit de
genes peroxysomaux dans les cellules microgliales induit du stress oxydatif associé a la génération
des ROS tel que le peroxyde d’hydrogeéne. La sécrétion abondante de la forme inactive de la
cathepsine K dans le milieu extracellulaire pourrait étre due a la production excessive de H>Oz par
les cellules déficientes. De plus, bien que I’activité des cathepsines soit contrdlée normalement par
les inhibiteurs de cathepsines endogénes comme les cystatines (Abrahamson et al. 2003), le
déséquilibre entre les expressions des cathepsines et des cystatines peut se produire dans des

conditions physiopathologiques (Altiok et al. 2006).
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d. Impact des déficiences peroxysomales sur la phagocytose des cellules BV2

microgliales
5. Phagocytose
5.1.Phagocytose des bactéries fluorescentes

L’impact des déficiences peroxysomales sur la fonction phagocytaire des cellules BV-2, a
été envisageable vu que I’expression génique, protéique ainsi que 1’activité enzymatique des
protéases lysosomales ont été plus ou moins affectées. Une étude préliminaire réalisée pour
connaitre 1’impact des déficiences peroxysomales sur I’expression des geénes clés assurant les
fonctions vitales des cellules microgliales a montré un changement dans I’expression du geéne
Trem2 (Raas, Saih, Gondcaille, Trompier, Hamon, Leoni, Caccia, Nasser, Jadot, Ménétrier, et al.
2019) chez les cellules BV-2 déficientes (Acox1™, Abcd1” et Abcd1d2”) par rapport aux cellules
BV-2 Wt, ce qui nous a amené a émettre 1’hypothése d’un profond changement dans les fonctions

liées a I’inflammation et la phagocytose.

Afin d’investiguer les changements de la capacité phagocytaire des cellules microgliales
BV-2 liée aux déficiences peroxysomales (Acox1” et Abcd1d2”), nous avons réalisé deux types
d’expériences permettant de suivre 1’efficacité de la phagocytose en comparant le nombre de
bactéries Salmonella Typhymurium internalisées par les cellules BV-2 déficientes par rapport aux

cellules controles BV2 Wih.

Cette technique de phagocytose des bactéries fluorescentes est plus qualitative que
quantitative, nous a permis d’observer sous microscope a fluorescence les bactéries Salmonella

phagocytées par les cellules BV2 microgliales aprés 3H et 24H d’infection.

Les images obtenues par microscope a fluorescence regroupées dans la figure 37 montrent
que les cellules déficientes en ACOX1 ont été capables de phagocyter plus de bactéries STm
fluorescentes que les cellules Wt. Alors gque pour les cellules déficientes en ABCD1D2 on voit que
leur capacité phagocytaire parait étre affectée d’une maniére notable, avec peu de bactéries
fluorescentes internalisées. L’ensemble des observations relevées sont consistantes avec les
résultats obtenus récemment en utilisant des billes fluorescentes YG carboxylate (1 um diamétre,

Polysciences - réf 15702) utilisées comme antigenes et qui démontrent également une
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augmentation de phagocytose de billes fluorescentes par les cellules déficientes en ACOX1 et une

diminution chez les cellules déficientes en ABCD1D2 par rapport aux cellules sauvages WT.

-24H d’infection
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Figure 37: La capacité phagocytaire des cellules BV-2 microgliales (WT, Acox1” et Abcd1d2™). Les
Images obtenues par microscope a fluorescence (objectif X20) de Uinfection de cellules BV-2 (WT,
Acox1-/-, Abcdld2-/-) par les bactéries STm-GFP mutantes aprés 24H d’infection. Les noyaux des
cellules BV-2 sont marqués au DAPI a fluorescence bleue. La fluorescence verte vient des bactéries
exprimant la protéine GFP fluorescente.
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Figure 38: La capacité phagocytaire des cellules BV-2 microgliales (WT, Acox1™” et Abcd1d2™). Les
Images obtenues par microscope a fluorescence (objectif X20) de linfection de cellules BV-2 (\WT,
Acox1-/-, Abcd1d2-/-) par les bactéries STm-GFP mutantes aprés 3H d’infection. Les noyaux des cellules
BV-2 sont marqués au DAPI a fluorescence bleue. La fluorescence verte vient des bactéries exprimant
la protéine GFP fluorescente.
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Les images obtenues apres 24H d’infection des cellules BV2 microgliales par des bactéries
mutantes exprimant la GFP (Figure 37), nous a montré 1’hyperphagocytose des cellules BV2
déficientes en ACOXI1 et I’hypo phagocytose exprimée par les cellules double mutantes Abcd1/d2
"-. Dans les cellules Acox1™ on voit que la fluorescence verte des bactéries STm ressemble & un
agrégat de fluorescence verte distinct associé chacun a un noyau cellulaire de couleur bleue du au

marquage avec du DAPI.

Pour vérifier nos observations par rapport a la capacité phagocytaire des cellules BV2
microgliales des 3 lignees cellulaires, nous avons refait notre expérience mais avec un temps

d’infection bactérienne différent.

Aprés 3H d’infection bactérienne, les images prises des cellules BV2 microgliales infectées avec
les Salmonella Typhymurium présentées dans la figure 38 confirment nos observations faites sur
les cellules microgliales apres 24H d’infection. La présence des bactéries a fluorescence verte est
plus abondante dans les cellules déficientes en Acox1 que dans les cellules sauvages. Tandis que

dans les cellules Abcd1/d2™-on voit & peine la fluorescence verte des bactéries STm.

5.2.Phagocytose des bactéries-méthode CFU

La méthode CFU qui permet de quantifier le nombre de bactéries viables internalisées par
les cellules BV-2 montrent un résultat différent en termes de nombre de bactéries STm
phagocytées par les trois lignées de cellules BV-2. Le nombre de colonies bactériennes est
pratiqguement identique 200CFU/1000 en comparant les 3 lignées de cellules BV-2. Alors qu’avec
un traitement LPS (1pg/ml) pendant 24H, la phagocytose s’accentue dans les cellules BV-2 (Wt et
Acox17) et le nombre de colonies augmente deux fois plus jusqu’a 500CFU/1000cellules BV-2.
Ce résultat est en accord avec celui obtenu avec la phagocytose des billes fluorescentes. Mais,
I’effet LPS sur les cellules BV-2 Abcd1d2” a abaissé leur capacité de phagocytose a 187

CFU/1000 cellules BV-2, ce qui est différent des données recueillies avec les billes fluorescentes.

Il faut noter que pour confirmer 1’ensemble des résultats obtenus et déterminer 1’effet des
déficiences peroxysomales sur la phagocytose des cellules microgliales BV-2, il est nécessaire de

reproduire les deux expériences pour confirmer ou infirmer les résultats obtenus sur I’effet de

202



I’absence des génes Acox1 et Abcdld2 ainsi que I’effet LPS sur la fonction phagocytaire des 3

lignées cellulaires.
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Figure 39: Capacité phagocytaire des cellules BV2 microgliales sauvages et mutantes. Les graphiques
montrent la moyenne de nombre d’unité formant une colonie (CFU) bactérienne de STm A. par ml de
lysat cellulaire B. par millier de cellules BV-2 (Wt, Acox1™ et Abcd1d2™) traitées ou non pendant 24H
avec du LPS 1ug/ml et C. par pg de protéines (seules les plaques contenant de 30 a 300 colonies ont été
prise en compte).
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v.  Impact sur la fonction phagocytaire des cellules microgliales

Dans la litterature, plusieurs études sur les cellules microgliales se focalisent sur la
sécretion des molécules pro/anti inflammatoires cytokines, chimiokines et facteurs de croissances,
mais peu abordent leur fonction de phagocytaire. La phagocytose est 1'une des fonctions
principales assurée par les cellules microgliales, qui permet 1’élimination des cellules apoptotiques
et les débris de myéline afin de maintenir I’homéostasie cérébrale (Gehrmann et al. 1995;
Neumann et al. 2009). L’activité phagocytaire de la microglie ne fonctionne que grace a la
présence de récepteurs spécifiques exprimés sur la surface cellulaire (TLRs, TREM2, Récepteur
Fc, Récepteur au mannose) (Veerhuis et al. 2011; Lucin et al. 2009), et les voies de signalisation
qui contribuent a la reconnaissance et I’engloutissement des particules pathogenes (Fu et al. 2014).
Les récepteurs TLRs reconnaissent les structures moléculaires conservées de microbes comme les
lipopolysaccharides, et déclenchent la réponse immunitaire. Il a été rapporté que les TLRs régulent
le processus de phagocytose via les voies de signalisation MyD88 (Doyle et al. 2004; L. Kong et
al. 2008). Nos résultats présentés plus haut sur I’expression génique de Myd88, et sur la
phagocytose des bactéries STm montrent que le traitement des cellules microgliales avec du LPS
augmente ’expression de Myd88 et la phagocytose des bactéries STm des cellules Wt et Acox1™".
Cependant, la stimulation des cellules doubles déficientes Abcd1/d2” avec du LPS a diminué le
niveau d’expression de Myd88, et a réduit significativement la capacité phagocytaire des cellules
Abcd1/d27". Ces résultats suggérent que la phagocytose des bactéries STm aprés un traitement LPS
des cellules Wt et Acox1" active les récepteurs TLRs qui induisent la voie de signalisation Myd88.
La caractérisation préliminaire des cellules microgliales modeles de déficiences peroxysomales
réalisée par Raas et al., a révélé la présence d’un changement dans 1’expression des génes de
phagosome (Trem2, Tyrobp et Mrcl) (Raas, Gondcaille, et al. 2019; Raas, Saih, et al. 2019). Ces
données posent la question sur I’efficacité de phagocytose des cellules mutantes par rapport aux
cellules sauvages. L’activation des récepteurs TREM2 inhibent la sécrétion des facteurs pro-
inflammatoires tels que les cytokines et les ROS (Napoli et al, 2010; Klesney-Tait et al. 2006).
L’altération de I’expression du géne Trem2 est impliquée dans la pathogenése de plusieurs
maladies neurodégénératives (Yeh et al. 2017; G. C. Brown et al. 2014). La capacité phagocytaire
des cellules microgliales a été premierement évaluée par son pouvoir a engloutir les billes

fluorescentes. Les résultats (non encore publié de Raas et al.), ont montré que les cellules Acox1”-
204



expriment une hyper-phagocytose par rapport aux cellules Abcd1/d2”- qui phagocytent moins de
billes fluorescentes par rapport aux cellules sauvages. De plus, I’analyse par cytométrie en flux a
confirmé ces observations faites sous microscope a fluorescence, indiquant la présence abondante
et significativement élevée des billes fluorescentes dans les cellules déficientes en Acox1” en
comparaison avec les cellules sauvages. Alors que dans les cellules doubles déficientes Abcd1/d2-
" les billes fluorescents étaient significativement moins phagocytées. Il n’est pas toujours claire si
la phagocytose assurée par la microglie joue un rdle bénéfique ou néfaste dans le
dysfonctionnement cérébral, malgré que plusieurs travaux soulignent 1’importance de
I’¢limination des débris, nécessaire pour la reconstruction et la réorganisation du réseau neuronal

suite a une lésion cérébrale (Sierra et al. 2010; Ito et al. 2007).

Notre étude visant a évaluer la phagocytose des cellules microgliales, vient pour confirmer ce
qui était rapporté par Raas et al., et affirmer I’hypothese de la dérégulation de la phagocytose dans
les cellules microgliales BV-2 déficientes. Nous avons testé dans ce cas la phagocytose des cellules
microgliales sauvages et mutantes en utilisant plutoét des bactéries de 1’espéce Salmonella
Typhymurium (STm). Les génes Mrcl et Fcgr2b de phagosome sont induits dans les cellules
Acox1™", et réprimés dans les cellules doubles mutantes Abcd1/d2 7. Dans une autre étude conduite
par Weinhofer et al., il a été mis en évidence une diminution du niveau d’expression du récepteur
mannose Mrcl, marqueur de polarisation M2 dans les macrophages des patients souffrants
d’adrénoleucodystrophie cérébrale (Weinhofer et al. 2018). Ceci peut expliquer les résultats
obtenus a la suite de 1’exposition des cellules aux billes fluorescentes ou aux bactéries STm.
L’augmentation de la phagocytose par les microglies pour éliminer les cellules mortes et les débris
de myéline a été jugée beénéfique et importante pour la restauration des fonctions cérébrales
(Rotshenker 2003). Dans une revue publié par Smith (Smith 1999), il a été rapporté que la capacité
phagocytaire de la microglie peut étre altérée par les médiateurs inflammatoires tels que IFN-y,
TNF-a, IL-4, et IL-10. L’incubation des cellules BV-2 avec des cytokines anti-inflammatoires
dans des conditions de culture pro-inflammatoires, augmente leurs capacités phagocytaires.
L’inhibition de la voie de signalisation NFxB par les cytokines anti-inflammatoires permet
d’éliminer cet effet inhibiteur des cytokines pro-inflammatoires exercé sur la fonction
phagocytaire des cellules microgliales BV-2 (Koenigsknecht-Talboo et al. 2005; Inoue et al. 2004).
Les cellules doubles mutantes Abcd1/d2” traitées avec du LPS, montrent une diminution de

phagocytose avec une augmentation de I’expression des deux génes pro-inflammatoires 11-6 et 1l-
205



8. L’activation des médiateurs pro-inflammatoires peut provoquer un effet inhibiteur sur la
capacité phagocytaire des cellules microgliales. Les tests de CFU et de phagocytose avec les
bactéries fluorescentes ont donné des résultats opposés. Il a été demontré dans une étude de Roberts
etal., que la fluorescence de GFP peut étre affectée par le pH acide du milieu (Roberts et al. 2016).
Ce fait peut fournir une explication des résultats contradictoires obtenus par les deux types de tests
de phagocytose. La technique de CFU indique qu’il n’existe presque aucune différence dans la
fonction de phagocytose entre les cellules sauvages et mutantes. Tandis que, les images prises sous
microscope a fluorescence des cellules microgliales sauvages et mutantes a montré une
hyperphagocytose des cellules Acox1”, et une hypophagocytose des cellules Abcd1/d2” bactéries
STm mutantes. Par ailleiurs, Il a été rapporté par Michelucci et al., que IFNy inhibe la phagocytose
microgliale, alors qu’IL-10 I’active (Michelucci et al. 2009). Par contre d’autres travaux (Haga et
al. 2016) et (Gaikwad et al. 2009) rapportent que IFNy augmente la capacité phagocytaire des
microglies, et IL-4 I’inhibe. De plus, Neniskyte et al., ont montré que la cytokine pro-
inflammatoire TNF-a stimule la phagocytose microgliale des billes et des neurones (Neniskyte et
al. 2014). L’ensemble des expériences de transcriptomique et de western blot effectuées indiquent
que les molécules participantes a I’autophagie ont été¢ ¢galement altérées par 1’absence des génes
peroxysomaux. Avec une augmentation dans I’expression génique et protéique des protéines
d’autophagie ATG13 et LC3-11 dans les cellules microgliales BV-2 déficientes. La dérégulation
de l’autophagie dans la microglie peut aussi affecter la phagocytose et I’inflammation qui
contribuent a la physiopathogenése des maladies neurodégénératives (Plaza-Zabala et al. 2017).
Le matériel extracellulaire phagocyté est ensuite transporté vers les lysosomes pour sa dégradation.
L’étude récente établie par Campagno et al., révele la présence d’un mécanisme faisant le lien
entre les roles endolysosomal et de I’inflammation, qui peut étre une explication rationnelle de
I’augmentation de la réponse inflammatoire et la surexpression des enzymes lysosomales
démontrées dans les cellules microgliales BV-2 mutantes. Ajouter a cela, le récepteur
extracellulaire de I’ATP (P2X7) est capable de moduler les fonctions lysosomale, autophagique et
phagocytaire dans les cellules microgliales (Campagno et Mitchell 2021). Le récepteur P2X7 est
connu pour son implication dans 1’activation de la voie de signalisation NLRP3. La stimulation du
récepteur d’ATP induit de I’autophagie et augmente le niveau d’expression de LC3-11, et entraine
une fuite lysosomale traduite par une augmentation de la cathepsine B cytoplasmique. La cathepsin

B active I’inflammasome NLRP3 qui permet le clivage de la caspase-1 et la maturation puis la
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sécretion de IL-1B (Campagno et Mitchell 2021). La dérégulation de 1’expression génique des
médiateurs d’inflammation et d’autophagie, et de I’expression protéique et les activités d’enzymes
lysosomales, sont des indicateurs majeurs de 1’altération de la fonction phagocytaire des cellules
microgliales déficientes. Des investigations supplémentaires sur les récepteurs et les voies de
signalisation impliquées dans la phagocytose pourront apporter un éclairage sur les mécanismes
mis en jeu et reliant le déficit de la B-oxydation peroxysomale des acides gras a ’altération de la

phagocytose microgliale.

B. Les effets de I'huile de graine de cactus sur les fonctions peroxysomales et
I'inflammation au niveau hépatique et cérébral

Le déséquilibre Redox cause du stress cellulaire qui peut provoquer une dérégulation du
métabolisme cellulaire se traduisant a terme par une altération tissulaire et un dysfonctionnement
des organes. Le traitement de souris avec des endotoxines bactériennes (LPS) induit un stress
oxydatif et une inflammation, permettant ainsi de mimer les conditions d’une septicémie (réf).
L’étude présentée ici avait pour objectif d’évaluer I’effet protecteur de I’huile de graines de cactus
(CSO) contre le stress oxydatif et ’inflammation induits par le LPS dans le foie et le cerveau de
souris. Il s’agissait d’explorer cet effet préventif de la CSO a court-terme, quatre heures apres
injection intraveineuse du LPS. Nous avons donc étudié I’effet a court terme du LPS sur les
fonctions peroxysomales au niveau cérébrale et au niveau hépatique et 1’état inflammatoire chez
des souris ayant recu pendant 28 jours un régime enrichi ou non en CSO. L’effet protecteur
potentiel du CSO contre le LPS a été comparé a deux huiles comestibles courantes d’olive (OO)
et de colza (CO). La capacité antioxydante dans le cerveau et le foie a été évaluée en mesurant
I’expression des génes codant pour des protéines pro-inflammatoires ou pour des enzymes

peroxysomales impliquées dans la 3-oxydation des acides gras ou dans les activités antioxydantes.
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Abstract: Exposure to endotoxins (lipopolysaccharides, LPS) may lead to a potent
inflammatory cytokine response and a severe impairment of metabolism, causing
tissue injury. The protective effect provided by cactus seed oil (CSO), from Opuntia
ficus-indica, was evaluated against LPS-induced inflammation, dysregulation of
peroxisomal antioxidant, and (3-oxidation activities in the brain and the liver. In both
tissues, a short-term LPS exposure increased the proinflammatory interleukine-1p (Il-
1B), inducible Nitroxide synthase (iNos), and Interleukine-6 (II-6). In the brain, CSO
action reduced only LPS-induced iNos expression, while in the liver, CSO attenuated
mainly the hepatic II-1f and II-6. Regarding the peroxisomal antioxidative functions,
CSO treatment (as Olive oil (OO) or Colza oil (CO) treatment) induced the hepatic
peroxisomal Cat gene. Paradoxically, we showed that CSO, as well as OO or CO,
treatment can timely induce catalase activity or prevent its induction by LPS,
respectively, in both brain and liver tissues. On the other hand, CSO (as CO)
pretreatment prevented the LPS-associated Acox1 gene and activity decreases in the
liver. Collectively, CSO showed efficient neuroprotective and hepato-protective
effects against LPS, by maintaining the brain peroxisomal antioxidant enzyme
activities of catalase and glutathione peroxidase, and by restoring hepatic
peroxisomal antioxidant and -oxidative capacities.
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1. Introduction

Sepsis is associated with a high mortality rate and is defined by severe
organ dysfunctions, necessitating urgent and intensive care (Sharshar et al.
2004; Mantzarlis, Tsolaki, et Zakynthinos 2017). Exposure to endotoxins
(lipopolysaccharides, LPS), originating from bacterial membranes, may lead
to an acute inflammatory cytokine response accompanied with a burst of
reactive oxygen and a severe impairment of lipid metabolism, causing tissue
injury (Sriskandan et Altmann 2008; Spolarics 1998; Fransen et Lismont 2018).
Several studies have demonstrated that the destruction of the blood-brain
barrier by LPS is involved in the development of several brain diseases, as for
sepsis-associated encephalopathy (Sweeney et al. 2019). The increased blood—
brain barrier permeability by LPS has been correlated to tight and adherence
junctions” death and pericyte detachment (Nishioku et al. 2009; X. Cheng et
al. 2018), leading to the enhanced transport of pro-inflammatory cytokines
(Quan et Banks 2007; Peng et al. 2021). The management of this acute sepsis
syndrome depends on the body’s capacity to cope with the deleterious
imbalance between the inflammatory cytokine burst, the important
dysregulation of lipid metabolism, and the increased production of reactive
oxygen species (ROS) (Vamecq et al. 2018; Ghzaiel et al. 2021). Remarkably,
peroxisome, as a cell compartment, englobes concomitantly both oxidase
enzymes, generating ROS, and a set of enzymes able to metabolize H20: and
other ROS species (Fransen et Lismont 2018). Among peroxisomal functions,
the -oxidation of very-long-chain fatty acids (VLCFA) is a critical pathway
in the whole lipid metabolism. Indeed, VLCFA thioesters cross the
peroxisomal membrane through ABC transporters called ABCD1 or ABCD2.
Then, these fatty acyl-CoAs are handled by acyl-CoA oxidase 1 (ACOX1), the
first and rate-limiting enzyme of peroxisomal (-oxidation. This reaction
generates an enoyl-CoA and a hydrogen peroxide (H202) molecule, which is
degraded by the peroxisomal catalase (Vamecq et al. 2018). In addition,
peroxisome contains a set of other ROS-scavenging enzymes, including
epoxide hydrolase, glutathione peroxidase, peroxiredoxin I, peroxisomal
membrane protein 20, and Cu-Zn superoxide dismutase (SOD) (Schrader et
Fahimi 2006b; Fransen et al. 2012). Importantly, the counterweight between
peroxisomal B-oxidation and antioxidative activities notably contributes to
cellular ROS homeostasis. Deficit affecting the peroxisome biogenesis or the
specific peroxisomal activities may be linked with progressive neuronal
demyelination, leading to the development of peroxisomal
neurodegenerative diseases (Tawbeh, Gondcaille, et Trompier 2021; Uzor,
McCullough, et Tsvetkov 2020). Several leukodystrophies are associated with
the defect in the peroxisomal $-oxidation system, including a deficiency in
VLCFA degradation. Accordingly, the defect in ABCD1 peroxisomal VLCFA
transport is linked to X-linked adrenoleukodystrophy. The absence of fatty
acyl-CoA [(-oxidation is associated with ACOX1 deficiency disorder (Vamecq
et al. 2018; Tawbeh, Gondcaille, et Trompier 2021). On the other hand, in rat
liver, LPS exposure disturbs both fatty acid and phospholipid distribution in
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the peroxisomal membrane, as well as peroxisomal proteins expression (M.
Khan, Contreras, et Singh 2000). Moreover, in rat C6 glial cells, LPS fully
repressed ACOX1 expression and the oxidation of VLCFAs (M. Khan,
Contreras, et Singh 2000). In addition, our group has shown the decreased
expression of genes involved in hepatic peroxisomal fatty acid oxidation in
LPS-treated mice (El Kamouni et al. 2017).

We and other research teams have reported the chemical composition of
cactus seed oil (CSO), which contains 62% linoleic acid (OO: 9.95% and CO:
19%), 21% oleic acid (OO: 76% and CO: 63%), and 12% palmitic acid (OO: 9%
and CO: 4.5%), as particular fatty acids; 75.6 (mg/100 g oil) 3-sitosterol (OO:
85 and CO: 44.5 mg/100 g oil), as a main phytosterol; and 68.4% vy-tocopherols
(OO0: 4.6% and CO: 69%) as major vitamin E components (Al-Nageb et al.
2021; Chougui et al. 2013b; Nounah et al. 2020b; Ennouri et al. 2006b; El
Kharrassi et al. 2018; Berraaouan et al. 2014b; Kadda et al. 2022). The analysis
of CSO by Chougui et al. (Chougui et al. 2013b) has shown a highest content
of polyphenols, flavonoids, and tannins in CSO than in the cactus fruit pulp.
Furthermore, a recent detailed chemical analysis by Nounah et al. (Nounah
et al. 2020b) revealed the presence of a large amount of phenolic compounds
in CSO, which are known for their antioxidant and anti-inflammatory
properties (Schaffer et al. 2005; Enza Maria Galati et al. 2003b). Like CSO,
cactus peel oil is also enriched in essential fatty acids and liposoluble
antioxidants (Enza Maria Galati et al. 2003b). Moreover, alkaloids,
indicaxanthin, and various polyphenols and flavonoids have also been
isolated from the cactus (Butera et al. 2002), as well as polysaccharides that
are abundant in cladode extracts, harboring antidiabetic and antiglycation
properties (Enza Maria Galati et al. 2003b). Our interest in CSO and argan oil
revealed that two of their phytosterols (i.e., schottenol and spinasterol)
activate the gene expression of two nuclear receptors, liver X receptors
(LXR) ac and {3, and their target genes ABCA1 and ABCG1. This suggests that
these two phytosterols play a protective role by modulating cholesterol
metabolism in an LXR-dependent manner (El Kharrassi et al. 2014a). On the
other hand, several reports have documented the health benefit of cactus Ofi
compounds, showing their anticancer (E. M. Galati et al. 2005), antioxidant
(Enza Maria Galati et al. 2003b; Dok-Go et al. 2003b; Stintzing et Carle 2005),
antiproliferative (Naselli et al. 2014), antiulcerogenic (Enza Maria Galati et al.
2003b), hepatoprotective (D. Brahmi et al. 2011; Madrigal-Santillan et al. 2014;
J. W. Kim et al. 2017; Abbas et al. 2022), and neuroprotective (Dok-Go et al.
2003b; F. E. Saih et al. 2017; Gambino et al. 2018; J.-H. Kim et al. 2006b) effects.

Investigation on the protective effect of CSO on the brain and liver
dysfunctions during sepsis has not been evaluated yet. Here, we investigate
the short-term effect of LPS on brain and liver peroxisomal functions and
inflammatory status in mice. The potential protective effect of CSO against
LPS was compared to two common edible oils from olive (OO) and colza
(CO). Furthermore, OO is well used in the Mediterranean diet, while CO is
the most consumed oil in Europe [23]. The antioxidant capacity in the brain
and liver was assessed by measuring the expression of proinflammatory
genes as well as of the peroxisomal functions, including the fatty acid p3-
oxidation and antioxidants enzymes.

2. Results
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In the present work, we attempted to evaluate the protective effect of
CSO on the brain and liver in a short-term 4 h post-LPS injection. The effects
of CSO and two other standard edible oils, olive and colza, on peroxisomal
antioxidative and -oxidative functions and cellular inflammation markers
in both brain and liver were compared. 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 (CSO, 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 instead, an injection of PBS.

2.1. Inflammatory Biomarkers

The transcript levels of the proinflammatory marker II-1f were
evaluated in the brain and the liver (Figure 1A,D). Of note, in both brain and
liver tissues the basal expression level of Il-1f was not affected by any oil
treatment alone (Figure 1A,D), while the LPS treatment increased
significantly both brain and liver II-13 mRNA levels (Figure 1A,D). This LPS
transcriptional response was partially attenuated by OO or CO pretreatment
(Figure 1A,D). However, the CSO pretreatment had an attenuating effect only
in the brain of LPS-treated mice, but not in the liver (Figure 1A,D). At the
protein level, IL-13 was largely induced by LPS in the brain and the liver
(Figure 2A,C). However, the processing of the pro-IL-1[3 form (33 kDa) to its
active forms (28 and 17 kDa) was detectable only in the liver (Figure 2C).
Thus, CSO treatment showed significant attenuated hepatic levels of pro-IL-
1p and its processed active forms (Figure 2C,D). iNos gene expression was
shown to be upregulated in an IL-1(3-dependent manner (S. J. Burke et al.
2013). CSO administration had an opposite effect on iNos expression between
the brain and liver, showing a tendency to decrease brain iNos expression
and a significant increase in the hepatic iNos mRNA level (Figure 1B,E). The
OO treatment resulted in a significant downregulation of iNos transcript
levels only in the brain (Figure 1B,E). LPS induced the iNos mRNA
expression in the liver and at a lesser extent in the brain. Nonetheless, only
CSO or OO pretreatment was able to abrogate, specifically in the brain, this
LPS-dependent induction (Figure 1B,E). The brain and liver iNOS protein
expression showed no significant variations regarding LPS and/or oils
treatments (Figure 3A-D). With respect to oil treatments, we did not
observed the modification of I-6 expression in the brain (Figure 1C).
However, we noticed a slight but significant increase of 11-6 mRNA level in
the liver upon OO or CO treatment (Figure 1F). Our data showed that CSO
treatment regulated the expression of Il-1B, iNos, and Il-6 in a tissue-
dependent manner.

On the other hand, the expression of the anti-inflammatory I1-10 and II-
4 genes has been evaluated. Only the II-10 mRNA expression has been
strongly induced by LPS in the brain and the liver tissues (Figure 4A,C). Both
OO or CO supplementation showed an opposite effect, inducing I1-10 and
decreasing I1-4 mRNA levels in the brain (Figure 4A,B), while CSO treatment
induced only the brain II-4 expression (Figure 4B). CSO (as OO or CO)
attenuated specifically the LPS-dependent induction of II-10 gene expression
in the brain and the liver (Figure 4A,C).
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Figure 1. Effect of cactus seed oil, olive oil, or colza oil treatment on gene expression
of the proinflammatory markers II-18 (A,D), iNos (B,E), and 1I-6 (C,F), in the brain
and liver, respectively. Male C57BL/6 mice received for 28 days a standard diet
(control (CTRL)), a diet enriched with 6% (w/w) CSO, 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 = 4-6), 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.
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Figure 2. Effect of cactus seed oil, olive oil, or colza oil treatment on protein expression
of the proinflammatory marker II-18 (A-D), in the brain (A,B) and liver (C,D),
respectively. Male C57BL/6 mice received for 28 days a standard diet (control (CTRL)),
a diet enriched with 6% (w/w) CSO, OO, or CO, and intravenous injection of LPS (100
ug) four hours antemortem. Brain and liver homogenates were separated in PAGE-
SDS electrophoresis and subjected to immunoblotting as described in Material and
Methods section. Immunoblots were performed in triplicate and here we showed a
representative blot. The three processed II-1p3 bands (B1: 33 kDa; B2: 28 kDa; B3:17
kDa) intensities were analyzed by densitometry and standardized to a-tubulin (55
kDa) expression level in brain (B) and in liver (D). All values are means + SD (n = 3)
of 3 independent replicates. Statistical significance of higher mean signal strength
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.
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Figure 3. Effect of cactus seed oil, olive oil, or colza oil treatment on protein expression
of the iNOS in the brain (A) and liver (C), respectively. Male C57BL/6 mice received
for 28 days a standard diet (control (CTRL)), a diet enriched with 6% (w/w) CSO, OO,
or CO, and intravenous injection of LPS (100 pg) four hours antemortem. Brain and
liver homogenates were separated in PAGE-SDS electrophoresis and subjected to
immunoblotting as described in Material and Methods section. Immunoblots were
performed in triplicate and here we showed a representative blot. The iNOS 130 kDa
band intensities were analyzed by densitometry and standardized to a-tubulin (55
kDa) expression level in brain (B) and in liver (D). All values are means + SD (n = 3)
of 3 independent replicates. Statistical significance of higher mean signal strength (* p
< 0.05) compared to control, compared to LPS, and 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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Figure 4. Effect of cactus seed oil, olive oil, or colza oil treatment on gene expression
of the anti-inflammatory markers Il-10 (A,C) and Il-4 (B,D), in the brain and liver,
respectively. Male C57BL/6 mice received for 28 days a standard diet (control (CTRL)),
a diet enriched with 6% (w/w) CSO, OO, or CO, and intravenous injection of LPS (100
ug) 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 = 4-6), statistical significance of higher mean
signal (*** p <0.001. ** 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. Statistics were executed using two-way ANOVA
followed by Tukey test for multiple comparisons.

2.2. Brain and Liver Gene Expression of Peroxisomal Protein-Encoding Genes

Next, we evaluated LPS and oil treatment effects on the expression of
three peroxisomal genes encoding ACOX1, CAT, and SOD1. The brain Acox1
mRNA expression did not show significant changes after CSO administration
alone, while a significant decrease was observed following OO or CO
treatment (Figure 5A). The short-term LPS injection had no effect on the brain
Acox1 mRNA expression. However, in the CSO-LPS or CO-LPS treated mice,
the level of brain Acox1 transcripts was significantly decreased (Figure 5A).
In the liver, only CO treatment revealed a significant downregulation of
Acox1 mRNA (Figure 5D). In response to LPS administration, the liver Acox1
mRNA level was significantly diminished in the LPS group compared with
the control group (Figure 5D). Either CSO or CO pretreatment showed a
protective effect against LPS injection in the liver (Figure 2D).

In the brain, Cat mRNA expression was not changed by any oil
treatment in the absence or presence of LPS administration, excluding CO-
LPS, which showed a significant decreasing level (Figure 5B). However, in
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the liver, a significant increase was shown in CSO-treated mice, or after
treatment with OO or CO. As in the brain, LPS administration had no effect
on Cat mRNA expression, while OO- or CO-pretreated mice receiving LPS
revealed a downregulation of Cat mRNA level (Figure 5E). The brain Sod1
mRNA level was not induced by LPS injection, and no other changes were
noted in all oil-pretreated mice receiving LPS or not (Figure 5C). However, in
the liver, only OO treatment showed a significant decrease in Sod1 transcripts
level, while LPS-induced expression of Sod1 was attenuated by CSO, OO, or
CO pretreatment (Figure 5F).
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Figure 5. Effect of cactus seed oil, olive oil, or colza oil treatment on gene expression
of Acoxl (A,D), Cat (B,E), and Sodl (CF) in brain and liver, respectively. Male
C57BL/6 mice received for 28 days a standard diet (control (CTRL)), a diet enriched
with 6% (w/w) CSO, 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-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, (#4# p < 0.01, # p < 0.05) compared to LPS, and
($$$ 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.

2.3. Brain and Liver Expressions of Peroxisomal Proteins

ACOX1 is the first rate-limiting enzyme of peroxisomal fatty acyl-CoA
-oxidation, which produces enoyl-CoA and H:0: as by-product of this
reaction. CAT is a major peroxisomal protein, which degrades hydrogen
peroxide. ACOX1 and CAT protein contents were assessed by
immunoblotting.
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2.3.1. Catalase Protein Expression

In the brain, CAT protein levels showed no significant change after oil
treatment or LPS administration. However, CO pretreatment in the absence
or the presence of LPS diminished the catalase content (Figure 6A,B).
Remarkably, in the liver, OO treatment induced significantly hepatic CAT
levels (Figure 6C,D), while the CAT amount was reduced by LPS
administration (Figure 6C,D).
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Figure 6. Effect of cactus seed oil, olive oil, or colza oil treatment on the expression of
peroxisomal CAT in brain (A) and in liver (C). Male C57BL/6 mice received for 28
days a standard diet (control (CTRL)), a diet enriched with 6% (w/w) CSO, OO, or CO,
and intravenous injection of LPS (100 pg) four hours antemortem. Brain and liver
homogenates were separated in PAGE-SDS electrophoresis and subjected to
immunoblotting as described in Material and Methods section. Immunoblots were
performed in triplicate and here we showed a representative blot. The CAT 66 kDa
band intensities were analyzed by densitometry and standardized to [3-actine (42 kDa)
expression level in brain (B) and in liver (D). All values are means + SD (n = 3) of 6
independent replicates for CTRL, LPS, CSO, and CSO+LPS, and 3 replicates for OO,
OO+LPS, CO, and CO+LPS; statistical significance of higher mean signal strength (***
p <0.001. ** p <0.01) compared to control, (# p < 0.05) compared to LPS, and ($ p <0.05)
compared to the different treatments with or without LPS administration. Statistics
were executed using two-way ANOVA followed by Tukey test for multiple
comparisons.

2.3.2. ACOX1 Protein Expression

ACOX1, a 72 kDa polypeptide, is imported into peroxisomes and
incompletely processed into 51 and 21 kDa protein products. ACOX1
functions as a dimer, composed of only 72 kDa polypeptides or a combination
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of 72, 51, and 21 kDa polypeptides (D. Oaxaca-Castillo et al. 2007). Regarding
the brain tissue, LPS showed a non-significant decrease in the expression of
ACOX1 content, while the CSO pretreatment restored the expression of
ACOX1 to the same level as the control one (Figure 7A,B). Neither OO nor
CO significantly changed the content of brain ACOX1 when compared to the
control (Figure 7A,B). On the other hand, the hepatic ACOX1 level was
reduced by LPS as well as by CSO treatment alone (Figure 7C,D).
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Figure 7. Effect of cactus seed oil, olive oil, or colza oil treatment on the expression of
peroxisomal ACOXI1 in brain (A) and in liver (C). Male C57BL/6 mice received for 28
days a standard diet (control (CTRL)), a diet enriched with 6% (w/w) CSO, OO, or CO,
and intravenous injection of LPS (100 pg) four hours antemortem. Brain and liver
homogenates were separated in PAGE-SDS electrophoresis and subjected to
immunoblotting as described in Material and Methods section. Immunoblots were
performed in triplicate and here we showed a representative blot. The ACOX1 72 and
52 kDa band intensities were analyzed by densitometry and standardized to [3-actine
(42 kDa) expression level in brain (B) and in liver (D). All values are means + SD (n =
3) of 6 independent replicates for CTRL, LPS, CSO, and CSO+LPS, and 3 replicates for
OO0, OO+LPS, CO, and CO+LPS; statistical significance of higher mean signal strength
(** p < 0.001) compared to control, (# p < 0.05) compared to LPS, and ($ p < 0.05)
compared to the different treatments with or without LPS administration. Statistics
were executed using two-way ANOVA followed by Tukey test for multiple
comparisons.

As for CAT, OO treatment increased liver ACOX1 content and similarly
in OO-LPS mice when compared to their corresponding controls (Figure
7C,D).

2.4. Brain and Liver Peroxisomal Enzymes Activities
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The catalytic activities of two peroxisomal antioxidant enzymes, GPX
and CAT, were measured in both the brain and liver from the different
groups of mice. In both brain and liver tissues, LPS had no effect on the GPx
activity level, while pretreatment with CSO reduced GPx activity in LPS-CSO
mice (Figure 8A,C). Similar results were obtained with OO or CO
pretreatment in the mice brain (Figure 8A). Interestingly, in the brain, the
CAT activity was increased whatever the oil treatment. LPS significantly
increased the activity of CAT and pretreatment with oil did not change the
LPS effect (Figure 8B). By contrast, in the liver, LPS induced catalase activity
(Figure 8D). The administration of LPS to oil-pretreated mice did not
attenuate the induced CAT activity, when compared to the LPS-treated
control. However, CSO pretreatment significantly increased the hepatic CAT
activity (Figure 8D). Despite the sensitivity of the fluorometric method, the
ACOX1 enzymatic activity measurement in brain homogenates was below
the detectable threshold. Nonetheless, the measurements of liver ACOX
activity reveal a negative effect of LPS administration (Figure 8E). Neither
CSO or OO oil was able to significantly affect the level of hepatic ACOX1
activity, except CO oil treatment that reduced the activity level of ACOX1. By
contrast, when mice were pretreated with CSO, OO, or CO, we observed
almost a restoration of ACOX1 activity to its control level (Figure 5E),
suggesting that CSO oil possesses similar properties as olive oil.
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Figure 8. Effect of cactus seed oil, olive oil, or colza oil treatment on the peroxisomal
enzymes activities of brain and liver GPx (A,C) and CAT (B,D), respectively, and on
liver ACOX1 (E). C57BL/6 mice received for 28 days a standard diet (control (CTRL)),
a diet enriched with 6% (w/w) CSO, OO, or CO, and intravenous injection of LPS (100
ug) four hours antemortem. Brain and liver homogenates were prepared as described
in Material and methods section. Results are expressed in (UL.mg™ = one umol of
substrate transformed/minute/mg of proteins). All values are means + SD (n = 6),
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statistical significance of higher mean signal strength (*** p < 0.001. ** p < 0.01. * p <
0.05) compared to control, (### p < 0.01) compared to LPS, and ($$$ p < 0.001 and $$ p
< 0.01, $ p < 0.05) 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. Discussion

A recent report from the Food and Agriculture Organization of the
United Nations highlighted the growing interest across the word in cactus
pear (Opuntia ficus-indica: Ofi) for its multiple purposes [38]. The interest in
Ofi keeps growing not only because of its exceptional adaptation to arid and
semi-arid climates in tropical and subtropical regions and its characteristics
that provide resilience to restore degraded land, but also because Ofi is now
considered as a source of functional foods, which can provide
phytochemicals of nutraceutical interest [14,39]. Previous studies have
collected compelling evidence of the protective properties of CSO from Ofi
and particularly from other Opuntia species against chronic diseases such as
cancer and diabetes [19,28,40]. However, the potential protective effect of
CSO against LPS-induced peroxisome dysfunction and inflammation in brain
and liver tissues has not been investigated so far. Here, the present study
affords evidence that a CSO-supplemented diet has a protective effect against
the deleterious endotoxic LPS shock in mouse brain and liver, regarding the
inflammatory status and peroxisomal antioxidative and fatty acid [3-
oxidation pathways.

The evaluation of the inflammatory status after a four-hour LPS injection
showed a strong increase in the proinflammatory II-13, iNos, and 1l-6 gene
expressions in both the brain and the liver tissues. In addition, we observed
in the liver that the LPS-induced expression of pro-IL-1f (33 kDa) was
processed to its 17 kDa active form. Here, we showed that CSO prevented
LPS-induced inflammation with differential responses between brain and
liver. In the brain, CSO action reduced only LPS-induced iNos gene
expression. However, the short treatment by LPS (i.e., 4 h) revealed an
absence of significative changes in iNOS protein expression. The iNOS
protein expression was reported to be a late event not observed before 12 h
of LPS treatment (Xaus et al. 2000). In the liver, CSO treatment attenuated
mainly II-1f and II-6 gene expression and prolL-1f protein expression as well
as its processed active forms, particularly the 17 kDa form (Creagh, Conroy,
et Martin 2003). Previously, Lee et al. (M. H. Lee et al. 2006) reported that the
ethanolic extract of Ofi var. saboten stem reduced iNos expression in the LPS-
activated murine brain microglial BV-2 cell line. In addition, the Ofi extract
also inhibited the degradation of IkB-a in BV-2 cells, resulting in a
cytoplasmic sequestration of the nuclear factor NF-«xB, which is responsible
for iNos gene upregulation (M. H. Lee et al. 2006). Furthermore, cactus
polysaccharides can prevent NO-synthase induced activity by oxygen and
glucose deprivation in rat brain slices (X. Huang et al. 2008). Our results
suggest that CSO can also act in vivo against LPS-induced mouse brain iNos,
possibly by preventing then the microglial-associated neuroinflammation
(Raas, Saih, Gondcaille, Trompier, Hamon, Leoni, Caccia, Nasser, Jadot,
Menetrier, et al. 2019).
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The inhibitory effect of CSO on LPS-induced liver [I-1f and II-6
expression is in accordance with data reported by Kang et al. (Kang et al.
2016) and Aboura et al. (Aboura et al. 2017) showing that extracts of Ofi seeds
or Ofi cladode infusion attenuated II-1f and II-6 expressions in high-fat diet-
induced hepatic steatosis and inflammation, respectively. Interestingly, a
study conducted by Attanzio et al. (Attanzio et al. 2018) in healthy human
volunteers receiving a diet supplemented with cactus Ofi pear fruit pulp for
28 days revealed a reduction in pro-inflammatory markers, including II-18.
Furthermore, other in vitro investigations underlined the anti-inflammatory
effect of Ofi extracts on human chondrocyte (Panico et al. 2007) or murine
macrophages (Hwang et Lim 2017).

As reported by Henry et al. (Henry et al. 2009), we showed that both the
proinflammatory IL-1b and the anti-inflammatory IL-10 were induced by
short-term LPS injection. CSO reduced the LPS-dependent expression of IL-
1b (only in the liver) and IL-10. In addition, CSO induced slightly but
significantly IL-4 expression in the brain. The IL-10 expression abrogates
monocytes/macrophage-derived proinflammatory cytokines (i.e., TNF-a and
IL-6) (Fiorentino et al. 1991). Accordingly, PPARYd and LXRs activations
promote the deactivation of macrophage through increasing IL-10
production, resulting in the suppression of inflammation (Chawla 2010).
Accordingly, we previously reported that CSO extract can modulate
microglial LXRs expression. This may illustrate the benefit related to CSO
supplementation, particularly for the brain.

Another marked effect of CSO treatment (as OO or CO treatment) was
the induction of the hepatic peroxisomal Cat gene. However, either OO or CO
pretreatment downregulated Cat mRNA expression in the presence of LPS.
Venkatesan et al. (Venkatesan et al. 2007) reported that the induction of ROS
downregulates catalase expression in mesangial cells through PI3 kinase/Akt
signaling via the Forkhead box O1 transcription factor. Intriguingly, in our
hands, this negative regulation depends on the concomitant administration
of both OO (or CO) and LPS. By contrast, CSO pretreatment prevented such
LPS-associated negative effects. On the other hand, the strong LPS induction
of the hepatic peroxisomal Cu-Zn superoxide dismutase encoding gene, Sod1,
was largely abrogated by either CSO, OO, or CO pretreatment. Although
SOD represents the only family-enzyme able to specifically transform anion
superoxide (Oz) into Oz and H20, several enzymes detoxify H20:, including
catalase, glutathione peroxidases, and peroxiredoxins (Lei et al. 2016;
Lismont, Revenco, et Fransen 2019). Both Cat and Sod1 genes are controlled
transcriptionally by FOXO1 and Nrf2 transcription factors (Gorrini, Harris,
et Mak 2013). However, either Cat or Sodl mRNAs can be targeted by a
specific miRNA, which may promote a differential regulation of their gene
expressions (Carbonell et Gomes 2020). Paradoxically, we showed that CSO,
as well as OO or CO, treatment (or pretreatment in LPS-oil groups) can timely
induce catalase activity or prevent its induction by LPS, respectively, in both
brain and liver tissues. The modulation of catalase activity can also be
explained by the posttranslational modifications of its polypeptide.
Accordingly, it has been shown that CAT phosphorylation at Ser167 by
protein kinase C delta (Rafikov et al. 2014) or at both Tyr231 and Tyr386 by
Abelson tyrosine-protein kinases ABL1 and ABL2 (Cao, Leng, et Kufe 2003)
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increases catalase activity, while CAT activity is decreased by nitrosylation
of Cys377 (Ghosh et al. 2006) or S-thiolation (Y. Sun et Oberley 1989).

The LPS downregulation of the Acoxl gene expression was almost
similar in brain and liver, respectively. However, either oil treatment alone
or in the presence of LPS accentuates such downregulation in the brain. By
contrast, CSO and CO pretreatment prevented such LPS-associated Acox1
decreases in the liver. Of note, we have previously shown that the metabolic
context may account for the differential cell response. Additionally, the
preventive effect of certain oils, such as argan and olive oils, is dependent on
the inflammatory status. LPS treatment leads, in a cytokines-dependent
manner, to the increase of oxidative stress, the downregulation of peroxisome
proliferator-activated receptor (PPAR) o« activity, and peroxisomal
dysfunction in developing rat oligodendrocytes (Paintlia et al. 2008). In this
context, the N-acetylcysteine, a strong antioxidant, restores PPAR« activation
and its peroxisomal target genes (i.e., Abcd3 and Acox1) (Paintlia et al. 2008).
A decline in peroxisomal ACOX1 and CAT activities, involved in the (-
oxidation and the antioxidative pathways, respectively, has been reported
during aging (Vamecq et al. 2018; Périchon et al. 1998). The key role of
peroxisomal function in aging, and related inflammation processes, is
conserved from single-eukaryotic cells to higher vertebrates such as humans
(Di Cara et al. 2019). In addition, peroxisomes have recently been described
as pivotal players in the regulation of immune functions and inflammation
during development and infection (Di Cara et al. 2019). Thus, preserving
peroxisomal functions by CSO supplementation could also protect against
inflammation and oxidative stress. The recovery of the Acox1 gene expression
by CSO in LPS-treated mice could be attributed to the remarkable
composition of CSO in tocopherols and in PUFA, which are present at high
levels in CSO when compared to OO and argan oil (El Kharrassi et al. 2018;
El Mannoubi et al. 2009). The Acox1 induction by PPARa-dependent PUFA
activation has been thoroughly documented (Vamecq et al. 2018; Forman,
Chen, et Evans 1997). Accordingly, we have previously demonstrated that
argan oil regulates liver fatty acid oxidation pathways through the activation
of the nuclear receptors PPARa, ERRa, and their coactivator, PGC-1a (El
Kebbaj et al. 2015). Interestingly, the LXR nuclear receptors, designed as
integrators of metabolic and inflammatory signaling (Zelcer et Tontonoz
2006), can be modulated by CSO phytosterols (El Kharrassi et al. 2014a).
Furthermore, sitosterol, the main phytosterol present in CSO or OO, elicited
an anti-inflammatory effect through the downregulation of several
components of the TLR4 pathway (Valerio et al. 2013).

4. Conclusions

Collectively, in the present study we showed that CSO possesses
protective effects against short-term LPS-induced brain and liver metabolic
stress by restoring the peroxisomal antioxidant and fatty acid p-oxidation
functions. Thus, the CSO hepato-protective response is efficient in the short
term (i.e., 4 h) by restoring hepatic peroxisomal antioxidant and (3-oxidative
capacities. For the first time, we identified that CSO also has a
neuroprotective effect against sepsis, maintaining the peroxisomal
antioxidant enzyme activities of catalase and GPx. In the future, a
combination of lipidomic and transcriptomic analysis would clarify the
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metabolic signaling pathways involved in the CSO neuro- and hepato-
protective actions against LPS. Additionally, it would be interesting to
explore the potential effects of individual CSO components, such as
tocopherol and polyphenol derivatives. This may document the potential
beneficial role of CSO in lowering the deleterious effects of sepsis and as a
new therapeutic option with less adverse effects than synthetic compounds.

5. Material and Methods
5.1. Chemicals and Reagents

RNeasy Mini kit and QIAzol reagent (Qiagen, Courtaboeuf, France);
iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France); Takyon
ROX SYBR 2X MasterMix dTTP blue (UF-RSMT-B0701, Eurogentec, Angers,
France); Pierce™ BCA kit (Thermo Fisher Scientific, Illkirch, France). Applied
Biosystem Step One QPCR machine (Thermo Fischer Scientific, Illkirch,
France), Potter Elvehjem homogenizer (Dominique Dutscher, Issy-les-
Moulineaux, France), Anti-ACOX1 (BioPeroxIL laboratory, Dijon, France),
and anti-catalase (ab76024, Abcam, Paris, France). SuperSignal™ West Femto
Maximum Sensitivity Substrate (ECL) Solutions (Thermo Fisher Scientific,
Illikirch, France). Other chemicals were purchased from Sig-ma-Aldrich
(Saint-Quentin-Fallavier, France).

5.2. Origin, Extraction, and Composition of Oils

Cactus seed oil preparation: prickly pear fruits were obtained from the
Cooperative of Sabbar Rhamna (Skhour Rhamna, Morocco). Seeds and juice
were separated by an industrial prickly pear juice extracting machine (Philips
Viva HR1832/00, Mumbai, India). Juice was stored for another use at -20 °C
after measuring its pH, whereas seeds were washed thoroughly with water,
air dried, and then used to extract seed oil by using a cold-press machine
(Longer machinery, LGYL-80A, Henan, China). CSO, obtained from Driss
Mistahi, was stored in the darkness. Olive oil (OO) (Olea europaea L. cv.
Moroccan picholine) was obtained from the Aklim region, latitude: 34°55'45"
N; longitude: 2°26'7" W, Berkane, Morocco. Colza oil (CO) (Brassica napus
subsp. Napus) was obtained from a commercial supermarket.

5.3. Mice Treatments

C57BL/6 ] male mice (12-16 weeks old) 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). All animal experiments were carried out according to
ethical rules of the University of Hassan I and according to the National
Institutes of Health guide for the care and use of Laboratory Animals (NIH
publication No. 85-23, revised 1985). All mice were housed under 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. Three weeks after
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 cactus seed oil
groups fed with a standard diet supplemented with 6% (w/w) CSO; 2 olive oil
groups fed with a standard diet supplemented with 6% (w/w) OO; and 2 colza
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oil groups who received a standard diet supplemented with 6% (w/w) CO.
We solubilized each oil in acetone (1:4 v/v). This mixture was added to diet
pellets and then evaporated overnight. Four hours before euthanasia and
during the fed state, one group from the two groups (control (+LPS), AO (AO
+LPS); OO (OO + LPS) and CO (CO + LPS)), received an injection (5 mg/kg)
via tail vein of 100 pug of LPS from Escherichia coli O111:B4 (Sigma, Saint-
Quentin-Fallavier, France) prepared in sterile phosphate-buffered saline
(PBS), or an equal volume of PBS alone (El Kamouni et al. 2017). The LPS
serotype of Escherichia coli O111:B4 has been already used in a short-term
treatment of C57BL/6 ] mice according to other and our previous studies (El
Kamouni et al. 2017; El Kebbaj et al. 2015; L. Qin et al. 2007a; Masocha 2009).
Brain and liver tissues were harvested immediately after euthanasia and
frozen in an ethanol-dry ice bath and stored at —80 °C.

5.4. Measurement of Enzymatic Activities

Catalase and GPx activities ware measured as described by Essadek et
al. (2022). Peroxisomal acyl-CoA oxidase (ACOX1) activity was estimated by
the fluorometric assay using palmitoyl-CoA as a substrate as described
previously [43].

5.5. Evaluation of Gene Expression by Quantitative RT-qPCR

We used the RNeasy Mini kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) to isolate
total RNA from brain and liver tissues by following the manufacturer’s
instructions. The concentration of total RNA was performed by
spectrophotometry at 260 nm using a TrayCell (Hellma, Paris, France). An
amount of 100 ng of total RNA was used for the reverse transcription reaction
to generate cDNA by the iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad). Quantitative
PCR analysis for each specific gene was performed in triplicate, using the
Takyon ROX SYBR 2X MasterMix dTTP blue (Eurogentec, Angers, France),
on an Applied Biosystem Step One QPCR machine (Life Science
Technologies, Saint-Aubin, France). The primers sequences are given in Table
1. Cycling conditions were as the following: 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. A melting curve analysis was performed at the
end of each reaction to test the absence of non-specific products. The
quantification of gene expression was calculated using cycle threshold (Ct)
values and standardized by the 36B4 reference gene. The relative expression
of genes was determined by the 2-24Ct method. Results are shown 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 (Remans et al. 2014).

Table 1. Sequences of the primers used for qPCR.

Gene Name Primer Sequences
Acox1-F 5'TCGAAGCCAGCGTTACGAG3’
Acox1-R 5'GGTCTGCGATGCCAAATTCC3’

Catalase-F 5'AGCGACCAGATGAAGCAGTG3’
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Catalase-R 5'TCCGCTCTCTGTCAAAGTGTG3'

II-16-F 5'GAGATTGAGCTGTCTGCTCA 3’
1I-186-R 5'AAGGAGAACCAAGCAACGAC 3’
I1-4-F 5'CCATATCCACGGATGCGACAA3'
IL-4-R 5'CCTCGTTCAAAATGCCGATGAT3'
Il-6-F 5'GTTCTCTGGGAAATCGTGGA3’
1I-6-R 5'TGTACTCCAGGTAGCTATGG3'
1I-10-F 5'GCTGGACAACATACTGCTAACCS'
II-10-R 5'CCCAAGTAACCCTTAAAGTCCTG3’
iNos-F 5'CCTAGTCAACTGCAAGAGAA3’
iNos-R 5TTTCAGGTCACTTTGGTAGG3'
Sodi-F 5'AACCAGTTGTGTTGTCAGGAC3’
Sod1-R 5'CCACCATGTTTCTTAGAGTGAGG3’
36b4-F 5'CGACCTGGAAGTCCAACTAC3’
36b4-R 5’'ATCTGCTGCATCTGCTTG3’

5.6. Immunoblotting

The lysis of mice tissues (brain or liver) was accomplished in 4% (w/v) or
10% (w/v) RIPA buffer (50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 150 mM NaCl, 1% NP-40,
0.1% SDS, 0.5% sodium deoxycholate), using a potter Elvehjem homogenizer
(Dominique Deutscher, Issy-les-Moulineaux, France). The obtained lysates
were centrifuged at 10,000x g for 10 min at 4 °C, and the supernatants were
used for protein content measurement by the Bicinchoninic Acid Solution
(ThermoFisher Scientific, Illkirch-Graffenstaden, France). We diluted fifty ug
of proteins (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 heated
samples at 96 °C for 5 min, then they were separated on a 10% or 12% SDS-
PAGE and transferred onto PVDF membrane. The non-specific binding sites
were blocked with 5% nonfat milk in TBST (10 mM Tris-HCl, 150 mM NaC]J,
0.1% Tween 20, pH 8) for 1 h at room temperature. Incubation of the
membrane with the primary antibody diluted in 1% milk TBST was
performed over-night at 4 °C (anti-catalase, (ab76024, Abcam, Paris, France),
dilution 1/2000; anti-B-actin, (A544, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier,
France), dilution 1/5000; anti-ACOX1 was made by BioPeroxIL laboratory
(Dijon, France), dilution 1/200). The membranes were washed 3 times for 10
min in PBST and incubated for 1 h with a secondary appropriate horseradish
peroxidase-conjugated antibody diluted in 1% milk TBST (dilution 1/10000)
at room temperature. After three washes in TPBS for 10 min, the bands were
developed by chemiluminescence using the Supersignal West Femto
Maximum Sensitivity Substrate (ThermoFisher Scientific, Illkirch-
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Graffenstaden, France) and a Chemidoc XRS+ device (Bio-Rad, Marnes-la-
Coquette, France). The Image Lab software (Bio-Rad) was used for
quantification.

5.7. Statistics

All experimental values are expressed as the average of mean + standard
deviation. The error bars presented on the figures correspond to the standard
deviation. Statistic significances were calculated by two-way ANOVA and
Tukey’s multiple comparisons test, with a significance level of p < 0.05.
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Vi.  L’effet neuro- et hépato-protecteur de I’huile de graine de cactus contre Uinflammation aigue
et le stress oxydatif induits par LPS dans le cerveau et foie de souris

La figue de barbarie ‘‘Opuntia sp.”’ est consommeée sous forme de fruits frais et la plupart des
informations trouvées dans la littérature concernent le jus et les cladodes du cactus, mais peu
rapportent la valeur nutritive de I'huile de graines de cactus (Ennouri et al. 2006a). La premiere
utilisation du cactus Nopal « Opuntia» pour le traitement du diabéte pour son pouvoir
hypoglycémique a suscité un grand intérét chez les chercheurs. Et depuis, le cactus fait 1’objet de
nombreuses études pour tester ces bienfaits et ces propriétés potentiellement thérapeutiques sur la
santé humaine (Ibafiez-Camacho et Roman-Ramos 1979). Dans une étude conduite par Koubaa et
al., (Koubaa et al. 2017), il a ét¢ montré que I’huile de graine d’Opuntia stricta possede des
activités antioxydantes capables d’inhiber la formation du DPPH. Le méme résultat a été rapporté
par Chaalal et al. (Chaalal, Touati, et Louaileche 2012) suite a I’évaluation de figue de barbarie de
I’espece Opuntia ficus indica. Ceci signifierait que 1’huile de graine de cactus est un puissant
donneur d'électrons et pourrait réagir avec les radicaux libres pour les convertir en produits plus
stables. Dans notre étude, nous avons démontré que 1’huile de graine de cactus (CSO) peut protéger
le foie et le cerveau de souris contre 1’inflammation aigiie et le stress oxydatif induit par le LPS.
En plus, le travail conduit par Khémiri et al., (Khémiri et Bitri 2019) montre que les acides gras
insaturés et les triacylglycérols contenus dans I’huile de graine de cactus contribuent a la
reconstruction et la réparation de la bicouche lipidique de la membrane cellulaire de la muqueuse
gastrique durant le processus de guérison de 1’ulcére gastrique de rat induit par de I’éthanol absolu.
Le LPS est une endotoxine bactérienne capable de déclencher une neuroinflammation chronique
(L. Qinetal. 2007Db) et du stress oxydatif, générant ainsi des espéces réactives d’oxygene associées
a la formation des produits de peroxydation lipidique tels que les MDA et 1I’épuisement des
systemes de défense cellulaire antioxydants enzymatiques et non enzymatiques tels que SOD1,
CAT et GPx (Guzman-Gomez et al. 2018). Suite aux dosages enzymatiques in vitro de la catalase,
GPx et ACOX1, faites sur les homogenats de foie et de cerveau de Souris prétraités avec I’huile de
graine de cactus, I’analyse de résultats révelent le pouvoir de la CSO de restaurer les capacités

peroxysomales antioxydantes et de -oxydation hépatiques et cérébrales. Le potentiel antioxydant
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de CSO pourrait étre di a sa richesse en composes bioactifs tels que les polyphénols, I'acide
gallique, flavonoides, caroténoides, chlorophylles et des tocophérols de la vitamine E. En effet,
plusieurs études ont attribué les potentiels antioxydants de ces composés contre les effets nocifs
des radicaux libres qui induisent des états physiopathologiques tels que les maladies
cardiovasculaires et le diabéte, ainsi que dans les troubles neurodégénératifs comme les démences
et la maladie de Parkinson (Jenner 2003) (Bouic 2001). Vinayaga Moorthi et al., ont trouvé que la
vitamine E protége la sensibilité de I'insuline et I'équilibre redox des cellules musculaires de rat
exposées au stress oxydatif (Vinayaga Moorthi et al. 2006).

L’inflammation, bien qu’elle soit un mécanisme de défense immunitaire de I’organisme,
constitue un élément commun déclencheur de plusieurs maladies inflammatoires (Linlin Chen et
al. 2018). Une inflammation persistante et incontr6lée entraine le développement de plusieurs
maladies chroniques (Bennett et al. 2018). Dans notre étude, I’induction de I’inflammation était
de court terme grace a une injection du LPS dans la veine caudale de souris. Banks et Robinson
dans une étude faite en 2010, ont montré que 1’absorption du LPS par le cerveau est si faible, et
que la plupart des effets du LPS administré par voie périphérique sont probablement médiés par
les récepteurs du LPS situé a I'extérieur de la barriére hémato-encéphalique. Il y a que 0,025%
d’une dose intraveineuse qui arrive a franchir le parenchyme cérébral (Banks et Robinson 2010).
Cependant, notre étude montre que 4H aprés de I’administration de LPS aux souris, entraine une
stimulation importante des voies d’inflammation causant une activation de 1’expression des génes
de cytokines pro-inflammatoires tels que I’ll-14, 11-6 et iNos dans le cerveau et le foie de souris.
Le prétraitement avec de la CSO atténu cette activation révélant un pouvoir anti-inflammatoire.
L’activité anti-inflammatoire est souvent attribuée aux stérols de plantes et plus particuliérement
au B-sitostérol, connu pour son pouvoir inhibiteur des agents pro-inflammatoires comme IL-6 et
TNF-a dans les monocytes (Bouic 2001) (Aldini et al. 2014). De plus, les expériences réalisées
par Bardaa et al. (Bardaa et al. 2020) sur les rats ont démontré 1’effet de 1’huile de cactus sur
I’inflammation aigiie induite par les carraghénanes (des polysaccharides soufrés extraits d'algues
rouges). De plus, ces résultats ont montré que I’huile de cactus a pu réduire les signes cliniques
d’inflammation, a savoir : I’infiltration des cellules inflammatoires, la congestion vasculaire et la

réduction de marqueurs biochimiques tels que la CRP (C-reactive protein) et le fibrinogene.
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L’équipe de Bouhrim et al. (Bouhrim et al. 2020) a testé également 1’effet in vivo de ’huile de
graine d’Opuntia dillenii (obtenu au Maroc) et a demontré que cette huile contient un taux de
composés phénoliques trés élevé et une activité antioxydante remarquable qui permet de renforcer
I’activité antioxydante dans les cellules béta-pancréatiques (Berraaouan et al. 2015). 1l faut noter
également que cette activité antioxydante dépend de la dose de CSO utilisée pour traitement
(Bouhrim et al. 2020). Ce résultat est en accord avec plusieurs études effectuées sur la figue de
barbarie (Ghazi et al. 2015) (Wei et al. 2009) (Ozcan et Al Juhaimi 2011). Une autre étude a été
réalisée in vitro sur les cellules microgliales BV2 de souris activées par différentes endotoxines
microbiennes (F.-E. Saih et al. 2017). Dans cette étude, le traitement des cellules BV2, stimulées
avec du LPS, par les extraits de cladodes d’Opuntia ficus indica a montré clairement sa capacité
antioxydante dans la modulation de I’activité de la catalase peroxysomale et ses propriétés anti-
inflammatoires, accompagnées par une réduction de la production de NO par les cellules
microgliales activées. Ce résultat in vitro renforce nos résultats révélant ainsi la présence d’un effet
neuroprotecteur de I’huile de graine de cactus sur le cerveau de souris ayant recus du LPS. La CSO
contient plus de 62% d’acide linoléique, un acide gras polyinsaturé. La présence de différents
composés bioactifs dans 1’huile de graines de cactus y compris des PUFA peut suggérer leur
capacité a activer des récepteurs nucléaires comme PPARa. En effet, il est bien établi que les
PUFA sont des activateurs PPARa. Dans ce sens, I’activation du PPARa est capable d’atténuer la
neuroinflammation chez les souris adultes aprés une injection intracérébrale de LPS (G. Wang et
Namura 2011).
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C. Effets de molécules naturelles issues du cactus sur lI'inflammation et sur les
fonctions peroxysomales

1. Test de Cytotoxicitée MTT

Cette partie du travail de thése a été consacrée a explorer le pouvoir protecteur et
modulateur des molécules naturelles issues de cactus contre I’inflammation et le
dysfonctionnement lysosomal genérées par les déficiences peroxysomales et/ou le traitement LPS.
Toutes les données montrées précédemment caractérisant les modéles microgliales ont révélé les
altérations provoquées a plusieurs niveaux cellulaires et causés par 1’absence des geénes

peroxysomales.

Avant de commencer notre étude sur les effets anti-inflammatoires et anti-oxydants des
dérivés de cactus c’était nécessaire de tester la cytotoxicité de ces derniers sur les cellules
microgliales BV2 sauvages et mutantes, afin d’évaluer correctement 1’effet biologique des

molécules sur les cellules dans des conditions favorables de croissance.
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Figure 40 : Effets de la quercétine (QE) sur la viabilité cellulaire. Les cellules microgliales BV-2 WT et
Acox1 -/- ont été traitées avec diverses concentrations de quercétine (10, 50, 100 et 200 uM) pendant 48H
(A) et 24H (B), et la viabilité des cellules a été mesurée par FDA test. Les données représentent la
moyenne (x SD) et sont représentatifs de quatre mesures correspondantes a 4 puits (**p <0,01 vs contr6le
Wi, ##p < 0,01 vs contréle Acox1-/-)
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On a effectué deux types de test de viabilité cellulaire, le FDA et MTT tests. Dans un

premier temps, on a choisi quatre concentrations différentes de traitement, allant de 10 a 200uM.

Les cellules ont été ensemencées dans des plaques de 96 puits (7000 cellules/puits), puis traitées

pendant 24H ou 48H par le dérivé de cactus.

Apres traitement des cellules Wt et déficientes en Acox1, pendant 48H ou 24H avec la molécule

de quercétine a différentes concentrations (Figure 40), les résultats ont montré que la viabilité

cellulaire diminue a partir d’une concentration de traitement de 50uM avec un pourcentage de 50%

de cellules vivantes, et on se retrouve avec 5 a 10% de cellules vivantes a une concentration de

200pM.
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Figure 41: Effets de ’isorhamnetine (IR) sur la viabilité cellulaire. Les cellules microgliales BV-2 \WT
et Acoxl -/- ont été traitées avec diverses concentrations d’isorhamnetine (10, 50, 100 et 200 uM) pendant
48H (A) et 24H (B), a des concentrations de (10, 30, 50 et 100uM) pendant 6H (C), et a des
concentrations de (30 et 100uM) pendant 3H (D) la viabilité des cellules a été mesurée par MTT test.
Les données représentent la moyenne (+ SD) et sont représentatifs de quatre mesures correspondantes a
4 puits (**p <0,01 vs contrdle Wt, ##p < 0,01 vs contrdle Acox1-/-).

Tandis que le traitement avec la molécule isorhamnetine pendant 48H a provoqué une
importante cytotoxicité chez les cellules Wt et Acox1 ” - (Figure 41), et & une concentration de
50uM, on perd presque 80% de cellules par puits. Afin de déterminer la concentration adéquate
pour le traitement de cellules pour les prochaines expériences, on a modifié la durée et la
concentration du traitement. A 3H du traitement avec 30uM d’isorhamnetine a permis de garder
60% de cellules vivantes. L’effet du traitement d’isorhamnetine sur les cellules sauvages et
mutante est similaire, la mutation au niveau de géne Acox1 ne modifie pas la sensibilité des cellules
face au traitement a I’isorhamnetine. La relation dose-effet est bien remarqué suite au traitement

des cellules avec des concentrations croissantes de quercétine et d’isorhamnetine.
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Figure 42: Effets de l’isorhamnetine-O-rutinoside (RU) sur la viabilité cellulaire. Les cellules
microgliales BV-2 WT et Acoxl -/- ont été traitées avec diverses concentrations d’isorhamnetine-O-
rutinoside (10, 50, 100 et 200 uM) pendant 48H (A) et 24H (B), la viabilité des cellules a été mesurée par
MTT test. Les données représentent la moyenne (x SD) et sont représentatifs de quatre mesures
correspondantes a 4 puits (**p <0,01 vs contrble Wt, ##p < 0,01 vs contrdle Acox1-/-).
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Le traitement avec la molécule d’isorhamnetine-O- rutinoside a différentes concentrations, ne

provoque aucune cytotoxicité cellulaire pour la durée de 48H et 24H de traitement. On observe

une faible diminution de taux de viabilité cellulaire chez les cellules sauvages et mutantes mais

qui ne dépasse pas un taux de 15% (Figure 42). Pour la molécule RU, on n’avait pas besoin de

tester des faibles concentrations ou de réduire la durée de traitement vu qu’elle n’affecte pas la

viabilité cellulaire méme a des concentrations trés élevées de traitement.
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Figure 43: Effets de composés phénoliques sur la viabilité cellulaire. Les cellules microgliales BV-2 WT
et Acox1 -/- ont été traitées avec diverses concentrations de Vanilline (VA) (A), Syringaldehyde (SA) (B)
et Ferulaldehyde (FA) (C) (10, 50, 100 et 200 uM) pendant 3H, la viabilité des cellules a été mesurée par
MTT test. Les données représentent la moyenne (+ SD) et sont représentatifs de quatre mesures
correspondantes a 4 puits (**p <0,01 vs contrble Wt, ##p < 0,01 vs contrdle Acox1-/-).

Trois heures de traitement avec les trois composés phénoliques a différentes concentrations
n’induit aucune cytotoxicité comme le montre les résultats présentés dans la figure 43, (A, B et
C), le taux de viabilité cellulaire reste constant pour les deux lignées cellulaires sauvages et
mutantes quelle que soit la dose du traitement avec les composés phénoliques. Comme le composé
RU, les composés phénoliques, VA, SA et FA ne montrent aucun effet sur la viabilité cellulaire

apres 3H de traitement.

Aprés avoir effectué les tests de viabilité cellulaire sur les cellules sauvages et mutantes
des six dérivés de cactus, QE, IR, RU, VA, SA et FA, I’ensemble des données nous a aid¢ a
déterminer les concentrations et durée de traitement qui vont permettre la croissance favorable des
cellules et en méme temps 1’évaluation correcte des effets anti-oxydants et anti-inflammatoires des
différentes molécules issues de cactus. Dans notre étude, on a choisi de prétraiter nos cellules

pendant 3H a des concentrations de 30 et 100uM pour toutes les molécules.

2. Dosage de NO

Parmi tous les tests destinés a évaluer I’état oxydatif au niveau cellulaire, on trouve le
dosage de NO. La présence excessive de la molécule de NO dans le milieu de culture cellulaire,
est un indicateur majeur du stress oxydatif. Ici, I’effet de traitement avec les molécules issues de
cactus (flavonoides et phénols) sur le stress oxydatif, a été déterminé par le dosage de NO présent
dans les milieux de culture cellulaire des cellules microgliales BV-2 sauvages et mutantes
stimulées avec du LPS pendant 24H. Nous avons prétraité les cellules avec 30 et 100 uM des
composés issus de cactus pendant 3 h, suivi d'une stimulation d’inflammation avec 1pug/ml de LPS
pendant 24 h.
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Figure 44: Effets du traitement LPS sur la production de NO par les cellules microgliales. Les cellules
microgliales BV-2 Wt et Acox1™ ont été incubées avec du LPS (1ug/ml) pendant 24H. La production de
NO a été détectée en utilisant le test de Griess. Les données représentent la moyenne (+ SD) de trois puits
répliqués et sont représentatifs de trois expériences indépendantes (**p <0,01 vs contréle (Wt/Acox1™),
##p < 0,01 vs traitement LPS (Wt/Acox1™).

Comme montré dans la Figure 44, I’effet LPS est bien notable dans les résultats. Dans les
deux lignées cellulaires Wt et mutantes, LPS a permis d’augmenter significativement la production
de NO dans le milieu extracellulaire. Nos résultats confirment que I’endotoxine bactérienne
entraine une induction du stress oxydatif qui permet par conséquence la production excessive du
NO par les cellules microgliales. Cet effet s’amplifie significativement dans les cellules mutantes
en comparaison avec les cellules sauvages. La mutation au niveau du géne Acoxl, exacerbe la

production de NO en présence d’un stimulus d’inflammation.

La figure 45 présentée ci-dessous, met en évidence 1’effet inhibiteur des composés issus
de cactus sur la production de NO dans les cellules microgliales BV-2 traitées avec du LPS. La
quercétine augmente la production de NO par les cellules sauvages Wt. Cependant, une légére
diminution de la concentration de I’oxyde nitrique est observée dans le milieu de culture des
cellules Wt traitées avec du LPS (Figure 45, A). Tandis que I’effet de la quercétine sur les cellules
mutantes déficientes en Acoxl est plus remarquable en comparaison avec les cellules control
traitées avec le LPS seul, surtout avec le prétraitement de 100uM, qui permet d’atténuer

significativement la production du NO (Figure 45, B). La molécule d’isorhamnetine montre
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pareillement une capacité de réduction du niveau de production de NO dans le milieu de culture

des cellules mutantes, qui devient comparable a celui des cellules sauvages.
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Figure 45: Effets des molécules flavonoides (QE, IR, RU) et phénols (VA, SA, FA) sur la production de
NO. Les cellules microgliales BV-2 Wt et Acox1 ont été prétraitées avec diverses concentrations de
flavonoides ou de composés phénoliques (30-100 uM) pendant 3H puis incubées avec du LPS (1ug/ml)
pendant 24H. La production de NO a été détectée en utilisant le test de Griess. Les données représentent
la moyenne (x SD) de trois puits répliqués et sont représentatifs de trois expériences indépendantes (**p
<0,01 vs contréle (Wt/Acox1-/-), ##p < 0,01 vs traitement LPS (Wt/Acox1-/-).
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Le prétraitement pendant 3H avec I’isorhamnetine-O-rutinoside abaisse significativement
la production du NO par les cellules mutantes stimulées par du LPS pendant 24H, contrairement
aux cellules sauvages, I’impact du prétraitement RU est moins important sur la génération du NO
(Figure 45, A, B). La quercétine, I’isorhamnetine et 1’isorhamnetine-O-rutinoside ont atténué
significativement la sécrétion de NO en présence du stress oxydatif induit par les

lipopolysaccharides. Cet effet est plus notable chez les cellules mutantes que les cellules sauvages.

Alors que, le prétraitement avec les composés phénoliques Vanilline, Syringaldehyde et
Ferulaldehyde a diminué considérablement la production de NO dans le milieu de culture par les
cellules sauvages et mutantes stimulées par du LPS (Figure 45, C, D). L’action inhibitrice sur la
production de I’oxyde nitrique s’exprime notablement avec le traitement Ferulaldehyde. On
remarque également que ’effet est 1i¢ non seulement a la molécule mais aussi a la concentration
du compose phénolique, 100uM affaiblie notablement la production du NO en comparaison avec
30uM du composé. Les dérivés de cactus ne provoquent aucune modification dans le taux de
production de NO par les cellules Wt et mutantes en absence de traitement LPS. L’absence d’effet
du traitement seul sur le taux de NO dans le milieu de culture des cellules montre que les composés

phénoliques n’induisent aucun stress oxydatif sur les cellules microgliales BV2. (Figure 45, C, D)

3. Effet sur I’expression des genes

Pour investiguer I’effet anti-oxydant et anti-inflammatoire des dérivés de cactus sur les
cellules microgliales Wt et déficientes en Acox1™ au niveau moléculaire. On a commencé par
explorer le niveau d’expression de quelques génes peroxysomaux (Abcd3, Catalase, Hsd17b4,
Pex11b, Ppara, Ppar8, Ppary, Sodl) et d’inflammation (7nfa, 1I-1p, iNos, 1I-4).

3.1.Génes peroxysomaux

Le géne Abcd3 fait partie de la superfamille des transporteurs ABC (ATP-binding cassette).

Les protéines ABC transportent diverses molécules a travers les membranes extra- et intra-
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cellulaires. Cette protéine fait partie de la sous-famille ALD, qui est impliquée dans I'importation

peroxysomale d'acides gras et/ou d'acyl-CoA gras dans I'organite.
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Figure 46: Effets des flavonoides (QE, IR, RU) et composés phénoliques (VA, SA, FA) sur I’expression
génique du gene peroxysomal Abcd3. Les cellules microgliales BV-2 Wt et Acox1-/- ont été prétraitées
pendant 3H avec différentes concentrations (30—-100 uM) de Flavonoides et composés phénoliques puis
stimulées avec du LPS (1pg/ml) pendant 24h. Aprés avoir retiré le milieu, I'’ARN a été isolé. Le niveau
d'expression des ARNm du géne Abcd3, a été déterminé par analyse gqPCR. Les résultats sont
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représentatifs de trois expériences indépendantes (**p <0,01 vs contrdle (Wt/Acox1-/-), ##p < 0,01 vs
traitement LPS (Wt/Acox1-/-).

La protéine membranaire des peroxysomes ABCD3 joue un r6le important dans la
biogenése des peroxysomes. Ici dans notre étude on regarde 1’expression génique d’Abcd3, pour
voir si la mutation du géne Acoxl” peut modifier le niveau d’expression d’autres génes
peroxysomaux dans les cellules microgliales BV2, et si le traitement avec les différents composés
issus de cactus peut affecter les génes peroxysomaux dans des conditions de cultures normales et

de stress cellulaire induit par LPS.

La figure 46, graphe E, montre que I’absence du géne Acoxl, et le traitement avec du LPS
pendant 24H, diminuent légérement 1’expression du géne Abcd3. Le prétraitement avec la
quercétine réduit le niveau d’expression génique par rapport au contréle (figure 46, A, B). Le
méme effet est observé avec la molécule Isorhamnetine-O-rutinoside, on remarque une diminution
d’expression du gene Abcd3 qui s’amoindri plus avec le traitement LPS (figure 46, A, B).
Contrairement a 1’isorhamnetine qui a permis d’augmenter 1’expression du géne Abcd3. Cette
induction est significative dans les cellules mutantes et n’est pas liée a la dose d’isorhamnetine

utilisée pour le traitement (figure 46, B).

La vanilline a réprimé I’expression du géne Abcd3, ce résultat n’était pas similaire dans les
deux lignées cellulaires (figure 46, C, D). Pour les cellules sauvages, le niveau d’expression du
géne n’a pas changé en comparaison avec les groupes contrdles (figure 46, C), seulement a la dose
100uM de prétraitement qu’on voit une diminution considérable de 1’expression du géne Abcd3
des cellules sauvages traitées avec du LPS. Alors que pour les cellules mutantes, les deux doses
du prétraitement avec la vanilline ont pu affecter significativement 1’expression du gene
peroxysomale. Tandis que, la molécule Syringaldehyde (SA) n’a causé aucun changement dans
I’expression du gene Abcd3 chez les cellules sauvages et mutantes par rapport aux groupes controle.
Quant au Ferulaldehyde (FA), la molécule a pu réduire significativement 1’expression du gene
Abcd3 des cellules Wt a 30uM de prétraitement et pas des cellules mutantes, alors qu’on ne voit
pas de différence d’expression a 100uM pour les deux lignées cellulaires, traitées et non traitées
avec du LPS (figure 46, C, D).
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Figure 47: Effets des flavonoides (QF, IR, RU) et composés phénoliques (VA, SA, FA) sur ’expression
génique du géne peroxysomal Catalase. Les cellules microgliales BV-2 Wt et Acox1-/- ont été prétraitées
pendant 3H avec différentes concentrations (30—100 uM) de Flavonoides et composés phénoliques puis
stimulées avec du LPS (1pg/ml) pendant 24h. Aprés avoir retiré le milieu, I'ARN a été isolé. Le niveau
d'expression des ARNm du gene Catalase, a été déterminé par analyse gPCR. Les résultats sont
représentatifs de trois expériences indépendantes (**p <0,01 vs contrble (Wt/Acox1-/-), ##p < 0,01 vs
traitement LPS (Wt/Acox1-/-).
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En plus du géne Abcd3, on a étudié 1’expression du géne de la catalase, qui code pour
I’enzyme de la catalase qui prévient les dommages oxydatifs cellulaires en dégradant le peroxyde

d'hydrogene en eau et en oxygene avec une grande efficacité.

Ici dans la figure 47, graphe E, on voit bien I’impact de la mutation au niveau du géne
Acox1 sur I’expression du géne de la catalase, qui provoque une augmentation significative de

celui-ci, cet effet s’accentue avec le traitement LPS pour les deux lignées cellulaires.

Le prétraitement avec de la quercétine, ne modifie pas significativement I’expression de la
catalase (figure 47, A, B). Le méme effet est observé pour I’isorhamnetine et 1’isorhamnetine-O-
rutinoside. Tandis que les composés phénoliques, ont pu affecter significativement 1’expression de
la catalase (figure 47, C, D). On remarque que les deux doses de prétraitement avec la vanilline,
Syringaldehyde et la Ferulaldehyde ont diminué significativement 1’expression de la catalase des
deux lignées cellulaires Wt et Acox1”". L’augmentation de 1’expression de la catalase induite par
LPS, a été atténuée par les prétraitements avec la vanilline et la Syringaldehyde (figure 46, C, D).
Contrairement a la Ferulaldehyde, qui n’a pas changé le niveau d’expression de la catalase par

rapport aux groupes contrdles comme montré dans la figure 47, C et D.

Dans le but d’investiguer les conséquences de 1’absence du géne Acox1” ainsi que les
traitements avec les dérivés de cactus sur la fonction peroxysomale et les évenements moléculaires
et métaboliques cellulaires, on a choisi d’étudier également le niveau d’expression du gene
Hsd17b4 (figure 48). La protéine codée par ce gene est une enzyme bifonctionnelle impliquée
dans la voie de B-oxydation peroxysomale des acides gras. Il agit également comme catalyseur
pour la formation d'intermédiaires 3-cétoacyl-CoA a partir d'acides gras a chaine linéaire et a

chaine ramifiée 2-méthyle.

Comme on voit dans la figure 48, graphe E, I’effet LPS est peu remarquable sur
I’expression du géne codant pour I’enzyme bifonctionnelle des peroxysomes. Le prétraitement des
cellules sauvage avec la quercétine a une dose de 100uM a diminué significativement I’expression
du gene Hsd17b4 (figure 48, A). Contrairement aux cellules Wt, le traitement des cellules
déficientes en Acoxl avec la quercétine a augmenté 1’expression du géne Hsd17b4, mais aucun
effet significatif sur les cellules stimulées avec du LPS (figure 48, B). Quant a I’Isorhamnetine, a
une concentration de 100uM, a pu réduire considérablement I’expression du Hsd17b4, cet effet

n’est pas observable chez les cellules mutantes (figure 48, A, B).
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Figure 48: Effets des flavonoides (QE, IR, RU) et composés phénoliques (VA, SA, FA) sur I’expression
génique du géne peroxysomal Hsd17b4. Les cellules microgliales BV-2 Wt et Acox1-/- ont été prétraitées
pendant 3H avec différentes concentrations (30—100 uM) de Flavonoides et composés phénoliques puis
stimulées avec du LPS (1pg/ml) pendant 24h. Aprés avoir retiré le milieu, I'’ARN a été isolé. Le niveau
d'expression des ARNm du géne Hsd17b4, a été déterminé par analyse gPCR. Les résultats sont
représentatifs de trois expériences indépendantes (**p <0,01 vs contrdle (Wt/Acox1-/-), ##p < 0,01 vs
traitement LPS (Wt/Acox1-/-)..
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En plus, la figure (48, A, B) montre que I’IR n’a aucun n’impact sur le niveau d’expression
du Hsd17b4 des cellules microgliales BV2 stimulées avec du LPS. Pour I’isorhamnetine-O-
rutinoside, on voit une répression de 1’expression du géne Hsd17b4 des cellules sauvages et
mutantes traitées et non traitées au LPS, a I’exception du traitement a 30uM de RU qui a augmenté
I’expression du geéne de I’enzyme bifonctionnelle des cellules déficientes en Acox1. (Figure 48,

A, B)

Le résultat de prétraitement avec les composés phénoliques n’était pas trop différent que
cellui des flavonoides (Figure 48, A, B, C, D). Pour la vanilline, la molécule a diminué légérement
I’expression du Hsd17b4 des deux lignées cellulaires traitées ou non avec du LPS (Figure 48, C,
D). On voit un effet inverse avec le prétraitement a la Syringaldehyde, qui a causé une faible
augmentation du niveau d’expression du géne peroxysomal des cellules microgliales. Alors que la
Ferulaldehyde, a une concentration de 30M, a baissé dramatiquement I’expression du Hsd17b4,
et a 100uM on remarque une faible induction de 1’Hsd17b4 mais non significative (Figure 48, C,
D).

Le gene Pex11b, code pour la protéine de membrane peroxysomale 11B Impliqué dans la
prolifération des peroxysomes, peut réguler la division des peroxysomes et favorise la saillie et
I'allongement de la membrane sur la surface peroxysomale. L’expression du géne Pexl1b
présentée ci-aprés dans la figure 49, est induite significativement dans les cellules mutantes par
rapport aux cellules sauvages controle (Figure 49, graphe E). Cet effet s’inverse avec le traitement
LPS, qui fait augmenter le niveau d’expression du gene Pex11b et le diminue significativement
chez les cellules mutantes. Comme le montre la figure 49 (A, B), le géne Pex11b est fortement
induit dans les cellules sauvages et mutantes prétraitées avec la quercétine. Cette induction
s’estompe dans les cellules Acox1™ traitées avec du LPS a une concentration de 30puM de la
quercetine figure 49 (B). L’isorhamnetine n’affecte pas significativement les cellules sauvages en
comparaison avec les groupes de contréle figure 49 (A). Par contre, les cellules mutantes a une
concentration de 100uM d’isorhamnetine, I’expression du géne Pex11b s’atténue subtilement mais

significativement.
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Figure 49: Effets des flavonoides (QE, IR, RU) et composés phénoliques (VA, SA, FA) sur ’expression
génique du gene peroxysomal Pex11b. Les cellules microgliales BV-2 Wt et Acox1-/- ont été prétraitées
pendant 3H avec différentes concentrations (30—100 uM) de Flavonoides et composés phénoliques puis
stimulées avec du LPS (1pg/ml) pendant 24h. Aprés avoir retiré le milieu, I'ARN a été isolé. Le niveau
d'expression des ARNm du géne Pexllb, a été déterminé par analyse gPCR. Les résultats sont
représentatifs de trois expériences indépendantes (**p <0,01 vs contrble (Wt/Acox1-/-), ##p < 0,01 vs
traitement LPS (Wt/Acox1-/-).

247



L’isorhamnetine-O-rutinoside stimule 1’expression du Pex11b des cellules Wt, alors que
les cellules mutantes avec le prétraitement seul RU, n’influence pas 1I’expression du géne codant
pour la protéine de membrane peroxysomale figure 49 (A, B). Mais pour les cellules mutantes
stimulées avec du LPS, on remarque que I’expression du geéne Pex11b est induite avec des
prétraitement de 30 et 100uM de RU.

En ce qui concerne les composes phénoliques figure 49 (C, D), la vanilline a une
concentration de 100uM diminue significativement 1’expression du géne Pex11b des cellules Wt.
Avec un traitement LPS on voit que la réduction change de niveau, en passant d’une concentration
de 30 a 100uM de la vanilline. Pour les cellules mutantes, le traitement avec la vanilline diminue
le niveau d’expression de Pexllb, et cet effet s’accentue avec la stimulation des cellules
déficientes en Acox1 avec du LPS figure 49 (D). Pour la Syringaldehyde, n’a pas provoqué des
changements spectaculaires dans I’expression du Pex11b. Par contre les cellules mutantes, étaient
plus sensibles au SA. A 30uM on assiste a une diminution significative du Pex11b, et avec un
traitement LPS la diminution est plus remarquable a une dose de 100uM de SA. Concernant le
Ferulaldehyde, elle a pu affecter I’expression du géne Pex11b des deux lignées cellulaires avec ou
sans traitement LPS. Pour les cellules sauvage le niveau de répression est similaire pour les deux
concentrations du FA, tandis que les cellules mutantes la diminution d’expression n’est pas au

méme niveau, est liée probablement a la concentration du traitement.

L'action des proliférateurs de peroxysomes est médiée par des récepteurs spécifiques,
appelés PPAR, qui appartiennent a la superfamille des récepteurs d’hormones stéroidiennes. Les
PPAR affectent I'expression de génes cibles impliqués dans la prolifération cellulaire, la
différenciation cellulaire et dans les réponses immunitaires et inflammatoires. Trois sous-types

étroitement liés (alpha, béta/delta et gamma) ont été identifiés.

Le gene Pparo code pour le sous-type PPARa qui est un facteur de transcription nucléaire
et est considére un régulateur majeur du métabolisme des lipides dans le foie. L’absence du géne
Acoxl, ainsi que le traitement LPS diminuent mais faiblement I’expression du géne Ppara des

cellules BV2 microgliales figure 50, E.
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Figure 50: Effets des flavonoides (QE, IR, RU) et composés phénoliques (VA, SA, FA) sur I’expression
génique du géne peroxysomal Ppara. Les cellules microgliales BV-2 Wt et Acox1-/- ont été prétraitées
pendant 3H avec différentes concentrations (30—100 uM) de Flavonoides et composés phénoliques puis
stimulées avec du LPS (1pg/ml) pendant 24h. Aprés avoir retiré le milieu, I'ARN a été isolé. Le niveau
d'expression des ARNm du geéne Ppara, a été déterminé par analyse qPCR. Les résultats sont
représentatifs de trois expériences indépendantes (**p <0,01 vs contréle (Wt/Acox1-/-), ##p < 0,01 vs
traitement LPS (Wt/Acox1-/-).
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La quercétine n’affecte pas dramatiquement le niveau d’expression de Ppara, sauf pour la
concentration 100uM ou on observe que la diminution est significative de Ppara des cellules
sauvages, et aussi pour les cellules mutantes stimulées avec du LPS (figure 50, A, B). Les deux
concentrations du traitement isorhamnetine engendrent une réduction de niveau d’expression de
Ppara des cellules sauvages, et cette répression s’exacerbe en absence du gene Acox1. Tandis que
le pretraitement RU exerce presque le méme effet sur les deux lignées cellulaires, 30 ou 100uM

de RU diminuent significativement I’expression de Ppara.

Une concentration de 30uM de la vanilline augmente significativement 1’expression du
Ppara des cellules sauvages et mutantes par rapport au contréle, mais diminue son expression
quand les cellules sont stimulées avec du LPS (Figure 50, C, D). La Syringaldehyde engendre une
1égere ¢€lévation de I’expression du Ppara des cellules sauvages et mutantes. Cet effet s’inverse
significativement quand les cellules sont en condition de stress cellulaire induit par LPS. A 100uM
de SA, on assiste a une sous expression du géne Ppara des cellules Wt et déficientes en Acox1.
Quant au prétraitement avec la Ferulaldehyde, on ne voit pas de grandes différences d’expression
du géne Ppara en comparaison avec les groupes contrle. A 30uM de FA, il y a une faible
activation d’expression du gene Ppara mais non significative. L’effet du FA sur les cellules

sauvages est en opposition avec cellui des cellules mutantes (Figure 50, C, D).

Contrairement au gene Ppara, le traitement LPS induit significativement I’expression du
gene Ppar6 (Figure 51, E). Alors que la mutation au niveau du gene Acox1 provoque une légére
diminution du géne Ppar8 similaire a celle observée pour le géne Ppara (Figure 50, 51) graphe
E. Le traitement avec 100uM de la quercétine diminue significativement I’expression du geéne
Ppar8 des cellules sauvages, mais pas de cellules mutantes (Figure 51, A, B). Les deux doses de
quercétine ne modifient pas 1’effet LPS sur I’expression du gene Ppar8 de cellules microgliales
BV2. A 30uM d’isorhamnetine les cellules ne changent pas d’expression du Ppar8 avec ou sans
traitement LPS. Mais a une dose de 100uM, I’'IR permet de réduire significativement le niveau
d’expression du Ppar8 des cellules microgliales sauvages et mutantes stimulées avec du LPS.
Pour le prétraitement avec 1’isorhamnetine-O-rutinoside, la dose de 30uM n’affecte pas le taux
d’expression du gene Ppar8 des deux lignées cellulaires, alors que 100uM de RU engendre une

sous expression de Ppar8 des cellules Wt traitées au LPS, mais pas des cellules mutantes.
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Figure 51: Effets des flavonoides (QE, IR, RU) et composés phénoliques (VA, SA, FA) sur I’expression
génique du géne peroxysomal Pparp. Les cellules microgliales BV-2 Wt et Acox1-/- ont été prétraitées
pendant 3H avec différentes concentrations (30—100 uM) de Flavonoides et composés phénoliques puis
stimulées avec du LPS (1ug/ml) pendant 24h. Apres avoir retiré le milieu, I'ARN a été isolé. Le niveau
d'expression des ARNm du géne Pparf, a été déterminé par analyse qPCR. Les résultats sont
représentatifs de trois expériences indépendantes (**p <0,01 vs contréle (Wt/Acox1-/-), ##p < 0,01 vs
traitement LPS (Wt/Acox1-/-).
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En général, le prétraitement de 3H avec les composés phénoliques (VA, SA, FA) a engendré une
réduction de I’expression de PparB8 des deux lignées cellulaires (Figure 51, C, D). Cette
diminution est liée principalement a la concentration du traitement, le niveau de sous expression
change en fonction de la dose qui est de 30 ou 100uM. La vanilline ne change pas I’expression de
Ppar8 des cellules sauvages traitées avec du LPS, mais pour les cellules mutantes, on remarque
une réduction significative du Ppar8 par rapport au cellules mutantes traitées avec du LPS seul.
La Syringaldehyde diminue 1’expression de Ppar8 des cellules sauvages et mutantes stimulées
avec du LPS. Contrairement a la vanilline et la Syringaldehyde, la Ferulaldehyde a permis
d’augmenter 1égérement I’expression du Ppar8 des cellules sauvages traitées avec du LPS par
rapport au control LPS. Pour les cellules mutantes, la surexpression de Ppar8 est plus remarquable
a une dose de 100uM qu’a 30uM de FA.

L’expression du géne Ppary qui code pour le 3°™ type de récepteur nucléaire PPAR a été
également investiguée. Il intervient dans des processus physiopathologiques cruciaux. Ici, dans la
figure 52, graphe E on montre que le traitement LPS diminue presque deux fois 1’expression du
géne Ppary par rapport aux cellules non traitées. Tandis que 1’absence du géne Acox1 a augmenté
faiblement mais significativement 1’expression du geéne Ppary en comparaison avec les cellules
Wt. Les flavonoides engendrent une sous expression du géne Ppary des cellules sauvages et
mutantes traitées et non traitées avec du LPS. La quercétine réduit 1’expression du Ppary surtout a
une dose de 100uM. L’effet de QE sur les cellules Wt stimulées avec du LPS est presque absent.
L’isorhamnetine cause une diminution d’expression du Ppary des deux lignées cellulaires, le
traitement LPS ne fait qu’exacerber cette sous expression surtout a une dose de 100uM d’IR. Par
rapport au prétraitement avec I’isorhamnetine-O-rutinoside, cette derniére a diminué également
I’expression du Ppary des cellules sauvages et mutantes traitées et non traitées avec du LPS (figure
52, A, B).

Les composés phénoliques ne changent pas considérablement 1’expression de Ppary (figure 52, C,
D). Le prétraitement de 3H avec de la vanilline a 100uM affaiblie encore plus 1’expression de
Ppary des cellules sauvages et mutantes. Le méme effet est observable avec un traitement
Syringaldehyde. La dose de traitement affecte I’expression du gene Ppary, et I’effet sur les cellules

sauvages est comparable a celui sur les cellules mutantes.
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Figure 52: Effets des flavonoides (QE, IR, RU) et composés phénoliques (VA, SA, FA) sur I’expression
génique du gene peroxysomal Ppary. Les cellules microgliales BV-2 Wt et Acox1-/- ont été prétraitées
pendant 3H avec différentes concentrations (30—100 uM) de Flavonoides et composés phénoliques puis
stimulées avec du LPS (1pg/ml) pendant 24h. Aprés avoir retiré le milieu, I'ARN a été isolé. Le niveau
d'expression des ARNm du géne Ppary, a été déterminé par analyse qPCR. Les résultats sont
représentatifs de trois expériences indépendantes (**p <0,01 vs contrble (Wt/Acox1-/-), ##p < 0,01 vs
traitement LPS (Wt/Acox1-/-).
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Quant au Ferulaldehyde, le prétraitement de 100uM augmente significativement I’expression de
Ppary des cellules déficientes en Acox1, mais moins chez les cellules sauvages. Contrairement aux
2 autres composés phénoliques, la FA a une dose de 100uM a permis de freiner 1égérement la sous
expression du géne Ppary des cellules sauvages et mutantes stimulées avec du LPS (figure 52, C,
D).

3.2.Génes d’inflammation

Nous avons réalisé une étude comparative de ’effet anti-inflammatoire des dérivés issus
de cactus sur les cellules microgliales BV2 Wt ou déficientes en ACOX1, stimulées ou non avec
du LPS. Pour ce faire, nous avons quantifié le niveau d’expression des génes codant des cytokines
pro- et anti-inflammatoires. Les genes qui ont été choisi pour cette étude sont Tnf-a, 11-145, et 11-4.
Ces trois génes sont connus pour leur implication dans les processus inflammatoires médiés par

un stimulus externe comme les endotoxines bactériennes (LPS).

Plusieurs études ont démontré que les voies de signalisations responsables de
I’inflammation pourront étre régulées par des molécules bioactives issues de plantes telles que les
flavonoides et les composés phénoliques. La figure 53 présente des graphiques illustrant
I’expression du gene Tnf-a, codant pour une cytokine qui peut étre produite par différentes cellules
du systeme immunitaire. Le TNF-a joue un réle pro-inflammatoire a la fois par lui-méme et en
régulant d’autres médiateurs inflammatoires comme les interleukines 1 et 6. Au niveau cellulaire,
il favorise le recrutement de lymphocytes et de neutrophiles ainsi que la détection des antigenes.
De plus, il participe également au remodelage et a la réparation des tissus (Kanaji et al. 2013;
2011). Lorsque le systéme immunitaire fonctionne correctement, le TNF-a posséde une action
positive et protége 1’organisme. Cependant, des altérations des taux de TNF-a peuvent entrainer

de graves pathologies (Varfolomeev et Vucic 2018; Akdis et al. 2016).

Dans les cellules BV-2 Acox1™, la déficience en Acox1 se traduit par une diminution faible mais
significative de I’expression du géne Tnf-a. Par contre, le traitement LPS induit fortement le taux

des ARNm Tnf-a dans les deux lignées cellulaires microgliales Wt et Acox1” (figure 53, E). Le
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prétraitement avec de la quercétine pendant 3H ne modifie pas de maniére significative
I’expression de Tnf-a. Cependant, a une concentration de 200M, nous remarguons une diminution
significative de I’expression du géne Tnf-a des cellules sauvages Wt (figure 53, A). Cet effet n’est
pas observé chez les cellules Acox1™” (figure 53, B). De plus, la quercétine réduit significativement
I’expression du géne pro-inflammatoire Tnf-a dans les cellules mutantes stimulées par du LPS

pendant 24H par rapport au cellules contrdles.
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Figure 53: Effets des flavonoides (QE, IR, RU) et des composés phénoliques (VA, SA, FA) sur
Dexpression du géne d’inflammation Tnf-a. Les cellules microgliales BV-2 Wt et Acox1-/- ont été
prétraitées pendant 3H avec différentes concentrations (30—100 uM) de Flavonoides ou de composés
phénoliques puis stimulées avec du LPS (1ug/ml) pendant 24h. Apres avoir retiré le milieu, les ARN
totaux ont été isolés puis utilisés pour la rétrotranscription. Le niveau d'expression des ARNm du géne
Tnf-a, a été déterminé par analyse qPCR. Les résultats sont représentatifs de trois expériences
indépendantes (**p <0,01 vs contréle (Wt/Acox1-/-), ##p < 0,01 vs traitement LPS (Wt/Acox1-/-).

L’isorhamnetine a une dose de 30uM, a augmenté I’expression du géne pro-inflammatoire
pour les cellules sauvages et cet effet est évident a 100uM pour les cellules mutantes (Figure 53
A, B). L’IR ne modifie pas I’expression du Tnf-a des cellules traitées avec du LPS, sauf pour les
cellules mutantes ou la concentration de 100uM a fait diminuer significativement 1’expression du
géne pro-inflammatoire Tnf-a. Quant a I’isorhamnetine-O-rutinoside (RU), nous observons a une
répression significative de I’expression du géne Tnf-a & la fois dans les cellules sauvages et
mutantes. L’effet LPS sur ’expression du Tnf-a a été modulé par le composé RU, comme le montre
lafigure 53 A, B. Les cellules mutantes prétraitées avec RU puis stimulées avec du LPS expriment

moins le géne Tnfa par rapport au groupe contrdle LPS.

La vanilline (VA) diminue significativement I’expression de Tnf-a dans les cellules Wt et
déficientes en ACOX1, mais n’entraine aucun changement d’expression génique quand celles-Ci
sont stimulées avec du LPS (Figure 53, C, D). La syringaldéhyde (SA), augmente 1’expression
de Tnf-a a une dose de 30uM, cette induction n’est pas observée a une dose de 100uM de SA.
Comme la VA, la Syringaldehyde ne provoque aucun changement dans 1’expression de Tnf-a des
cellules BV2 microgliales stimulées avec du LPS. Le férulaldéhyde (FA) augmente légérement
I’expression de Tnf-a dans les cellules sauvages a une concentration de 30uM, et il la diminue a
une dose de 100uM. Alors que les cellules mutantes montrent une élévation significative de niveau
d’expression de Tnf-a qui s’ajoute au taux d’induction médié par le traitement LPS (Figure 53,
D). Comme le Tnf-a, le géne 1l-1 5 est un pro-inflammatoire dont le taux d’expression a été évalué
dans les cellules microgliales prétraitées avec les différentes molécules issues de cactus. La figure
54E montre, en comparaison avec les cellules sauvages Wt, que dans les cellules Acox1™

I’expression de 1l-14 augmente faiblement mais significativement. Alors que le traitement LPS,
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Figure 54: Effets des flavonoides (QE, IR, RU) et de composés phénoliques (VA, SA, FA) sur
Dexpression du géne d’inflammation I1-18. Les cellules microgliales BV-2 Wt et Acox1-/- ont été
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prétraitées pendant 3H avec différentes concentrations (30-100 uM) de Flavonoides ou de composés
phénoliques puis stimulées avec du LPS (1ug/ml) pendant 24h. Aprés avoir retiré le milieu, les ARN
totaux ont été isolés puis utilisés pour la rétrotranscription. Le niveau d'expression des ARNm du géne
II-11], a été déterminé par analyse qPCR. Les résultats sont représentatifs de trois expériences
indépendantes (**p <0,01 vs contréle (Wt/Acox1-/-), ##p < 0,01 vs traitement LPS (Wt/Acox1-/-).

La quercétine (QE) entraine une augmentation de niveau d’expression d’ll-1p dans les
cellules sauvages et mutantes. Par contre, elle le diminue significativement pour les cellules
mutantes stimulées avec du LPS (Figure 54A, B). L’isorhamnetine (IR) provoque une réduction
significative de 1’expression du géne 1l-1f et particulierement pour les cellules stimulées avec du
LPS. A 100uM, I’isorhamnetine-O-rutinoside (IR) atténu notablement ’expression génique de
I’lI-1B. Ajouter a cela, I’IR, montre un effet important sur 1’expression du géne IlI-14. La RU a
engendré une répression importante sur 1’expression du gene Il-15 des cellules sauvages et
mutantes (Figure 54A, B).

La vanilline (VA) provoque une réduction significative de I’expression d’ll-14 des cellules
sauvages et mutantes (Figure 54, C, D). Seule la concentration 100uM de VA diminue
I’expression d’1l1-1/5 des cellules sauvages stimulées avec du LPS, cet effet n’est pas observé chez
les cellules mutantes. La syringaldéhyde (SA) comme la vanilline réduit significativement le taux
d’expression de I’ll-143 dans les cellules Wt. L’effet de répression sur 1’expression d’ll-15 des
cellules mutantes est beaucoup plus remarquable avec le traitement LPS. Les résultats montrent
aussi que I’atténuation de I’expression du gene II-15 par SA est dose-dépendante. En ce qui
concerne le férulaldéhyde, nous n’observons pas d’effet sur I’expression du géne 11-14des cellules
sauvages et mutantes en comparaison avec les cellules contrdles Wt et Acox1”. Par contre, nous
remarquons une diminution d’expression significative dans I’expression du gene II-1/4 dans les

cellules mutantes traitées avec du LPS suite au prétraitement avec le FA a une dose de 100uM.

Nous avons évalué également le statut anti-inflammatoire des cellules microgliales suite
aux différents traitements avec les flavonoides ou les composés phénoliques. Nous avons donc
suivi I’expression du géne codant pour la cytokine IL-4, connue pour ces effets inhibiteurs
remarquables sur I'expression et la libération des cytokines pro-inflammatoires. L’IL-4 est capable
de bloguer ou de supprimer 1’expression des cytokines pro-inflammatoires, y compris IL-1,
TNF- a, IL-6, IL-8.
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Figure 55: : Effets des flavonoides (QE, IR, RU) et des composés phénoliques (VA, SA, FA) sur
Dexpression génique du géne anti-inflammatoire 11-4. Les cellules microgliales BV-2 Wt et Acox1-/- ont
été prétraitées pendant 3H avec différentes concentrations (30—100 uM) de flavonoides ou des composés
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phénoliques puis stimulées avec du LPS (1ug/ml) pendant 24h. Apres avoir retiré le milieu, les ARN
totaux ont été isolés puis utilisés pour la rétrotranscription. Le niveau d'expression des ARNm du géne
II-4, a été déterminé par analyse gPCR. Les résultats sont représentatifs de trois expériences
indépendantes (**p <0,01 vs contréle (Wt/Acox1-/-), ##p < 0,01 vs traitement LPS (Wt/Acox1-/-).

La figure 55E montre que I’absence du gene Acoxl, se traduit par une stimulation de
I’expression du géne 1l-4 dans les cellules BV2 microgliales, et le traitement LPS la diminue
significativement. Une dose de 100uM de QA a permis d’augmenter I’expression du gene IL-4, et
d’estomper I’effet LPS sur I’expression du gene 11-4 des cellules sauvages (Figure 55, A). Les
cellules mutantes ont réagi difféeremment au prétraitement avec la quercétine avec une diminution
non-significative de I’expression du géne -4 (Figure 55, B). Le prétraitement des cellules
microgliales sauvages et mutantes pendant 3H avec I'IR a 30 ou a 100uM diminue
significativement 1’expression du géne IlI-4. Ce résultat est similaire a celui obtenu avec le

prétraitement de RU qui a provoqué une répression de 1I’expression du géne 11-4.

La vanilline (VA) n’affecte pas significativement 1’expression du geéne 1l-4 des cellules
sauvages (Figure 55, C). Les cellules mutantes montrent une baisse dramatique de 1’expression
du gene IL-4 avec un traitement de 100uM de vanilline (Figure 55, D). Pour la syringaldéhyde
(SA), aucun changement significatif sur I’expression du IlI-4 n’est observé ni sur les cellules
mutantes ni sauvages avec ou sans traitement LPS (Figure 55 C, D). De méme, la férulaldéhyde
n’affecte pas I’expression du gene -4 des deux lignées cellulaires, et ne modifie pas

significativement I’effet du LPS sur le taux d’expression du II-4.

3.3.Génes redox

Le traitement avec du LPS pendant 24H, n’induit pas seulement de I’inflammation mais
aussi du stress oxydatif cellulaire. Pour explorer I’effet des prétraitements sur le statut redox des
cellules microgliales, nous avons évalué 1’expression génique de deux génes (iNos et Sod1) qui
codent pour des enzymes antioxydantes qui servent principalement a restaurer la balance Redox
cellulaire déséquilibrée par le LPS. La figure 56E montre clairement que dans les cellules Acox1™

augmente significativement I’expression du géne iN0s codant pour la forme inductible de 1’oxyde
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nitrique synthase, une enzyme oxydoréductase indépendante de Ca?* dont I'expression peut étre

induite dans différents types cellulaires et de tissulaires par des cytokines. Dans le méme sens, le

traitement LPS étant un initiateur du stress oxydant, a provoqué une forte induction de 1I’expression

du gene iNos des deux lignées cellulaires BVV2 microgliales.
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Figure 56: Effets des flavonoides (QE, IR, RU) et des composés phénoliques (VA, SA, FA) sur
Dexpression génique du géne du stress oxydant iNos. Les cellules microgliales BV-2 Wt et Acox1-/- ont
été prétraitées pendant 3H avec différentes concentrations (30-100 uM) de flavonoides ou de composés
phénoliques puis stimulées avec du LPS (1ug/ml) pendant 24h. Apres avoir retiré le milieu, les ARN
totaux ont été isolés puis utilisés pour la rétrotranscription. Le niveau d'expression des ARNm du géne
iNos, a été déterminé par analyse qPCR. Les résultats sont représentatifs de trois expériences
indépendantes (**p <0,01 vs contréle (Wt/Acox1-/-), ##p < 0,01 vs traitement LPS (Wt/Acox1-/-).

Le traitement avec la quercétine (QE), I’isorhamnétine (IR) ou L’isorhamnetine-O-
rutinoside (RU) diminue I’expression du géne iNos dans les cellules mutantes uniquement (Figure
56, A, B). L’effet inducteur du LPS sur ’expression du géne iNos s’atténue avec le prétraitement
avec la quercétine. De méme, I’isorhamnétine (IR) inhibe significativement I’expression du gene
iNos dans les cellules sauvages et mutantes, particulierement avec une concentration de 100uM.

RU réduit également 1’expression d’iNos dans les cellules sauvages et mutantes.

Le traitement avec les composés phénoliques, VA, SA ou FA (Figure 56, C, D), inhibe
I’expression du gene iNos les cellules sauvages principalement & 100uM. Dans les cellules
mutantes, seule SA montre un effet inhibiteur a 30 et 100uM. Le prétraitement par ces composes
phénoliques attenue 1égérement mais significativement 1’effet inducteur du LPS sur I’expression

d’iNos (Figure 56, C, D).

La superoxyde dismutase SOD1 est une enzyme antioxydante colocalisée dans le
peroxysome et codée par le géne Sodl. Elle catalyse la conversion du radical superoxyde en
oxygene moléculaire et peroxyde d'hydrogéne. Comme le montre la figure 57E, les cellules
déficientes en Acox1 montrent une diminution de I’expression des ARNm Sodl en comparaison
avec les cellules sauvages. Le traitement LPS & court terme ne provoque aucun changement dans

I’expression du gene Sod1 dans les deux lignées.

Le traitement par la QE ou I’IR n’a pas d’effet sur le taux des ARNm Sod1 dans les cellules
sauvages et mutantes en comparaison avec les contrdles (Figure 57 A, B). Par contre, RU diminue
I’expression du gene Sod1, particulierement a une concentration de 100uM. Les cellules mutantes
prétraitées avec 30uM d’IR et stimulées ensuite avec du LPS pendant 24H montrent une relative
induction significative de 1’expression de Sodl. Quant a la répression par RU de 1’expression de
Sod1 dans les cellules sauvages et mutantes, s’estompe relativement en présence du LPS (figure
57A, B).
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Figure 57 : Effets des flavonoides (QE, IR, RU) et des composes phénoliques (VA, SA, FA) sur
Pexpression génique du géne du stress oxydant Sod1. Les cellules microgliales BV-2 Wt et Acox1” ont
été prétraitées pendant 3H avec différentes concentrations (30-100 #M) de flavonoides et composés
phénoliques puis stimulées avec du LPS (1ug/ml) pendant 24h. Apres avoir retiré le milieu, les ARN
totaux ont été isolés puis utilisés pour la rétrotranscription. Le niveau d'expression des ARNm du gene
Sodl, a été déterminé par analyse qPCR. Les résultats sont représentatifs de trois expériences
indépendantes (**p <0,01 vs contréle (Wt/Acox1-/-), ##p < 0,01 vs traitement LPS (Wt/Acox1™).

263



Pour les deux concentrations de VA a 30 et 100uM, nous n’observons pas de changement dans
I’expression du géne Sodl dans les deux lignées cellulaires sauvages et mutantes (Figure 57, C,
D). Curieusement, la baisse d’expression de Sod1 provoquée uniquement par la concentration de
100uM de SA, est effective dans les cellules sauvages non traitées au LPS, alors que dans les
cellules mutantes, cette forte baisse est observée uniquement en présence du LPS (Figure 57, C,
D). Le FA exhibe un effet inhibiteur significatif sur I’expression des ARNm Sodl des cellules
sauvages et mutantes. Cependant, cet effet se dissipe quand les cellules aprés le prétraitement FA

sont ensuite exposees au LPS (Figure 57, C, D).

4. Effet sur I’expression des protéines

Nous avons réalisé 1’analyse de 1’expression de protéines impliquées dans les fonctions de
de biogenese et B-oxydation peroxysomales, dans les fonctions lysosomales et dans
I’inflammation. Cette partie du manuscrit est consacrée a présenter les résultats obtenus apres
analyse par western blot des extraits protéiques des cellules Wt et Acox1” prétraitées pendant 3H
avec un composé issu de cactus (flavonoides ou phénols), suivi d’un traitement LPS de 24H
permettant I’induction d’un stress cellulaire. La caractérisation des modéles cellulaires BV2
microgliales effectuée précédemment a montré que 1’absence de genes peroxysomaux affectent
considérablement 1’expression génique et protéique des protéines lysosomales. Pour cette raison,
la quantification des protéines ne s’est pas limitée seulement aux protéines peroxysomales et
d’inflammation mais aussi les protéines lysosomales telles que les cathepsines B et K. L’ensemble

des données présentées ci-apres sous forme de graphes est le résultat d’une seule expérience.

4.1.Protéines peroxysomales

La figure 58 montre I’effet des composés issus de cactus sur le taux d’expression de la
protéine PEX11B, impliquée dans la biogenése du peroxysome, dans les cellule sauvages et
mutantes. Le traitement LPS des cellules microgliales diminue trés 1égérement 1’expression du

PEX11B des deux lignées cellulaires (Figure 58 E).
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Figure 58: Effets des flavonoides (QE, IR, RU) ou des composés phénoliques (VA, SA, FA) sur
Dexpression protéique du PEIIB (26kDa). Les cellules microgliales BV-2 Wt et Acoxl-/- ont été
prétraitées pendant 3H avec différentes concentrations (30 ou 100 uM) de flavonoides et de composés
phénoliques puis incubées avec du LPS (1ug/ml) pendant 24h. Apres une Lyse du culot cellulaire dans
un tampon de lyse RIPA, 30ug de [Dextrait protéique cellulaire ont été séparées sur un gel
d’électrophorése SDS-PAGE de 14% puis transférées sur une membrane PVDF et analysées par
immunoblotting avec ’anticorps anti-Pex11b, Les résultats sont représentatifs d’une seule expérience.
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Apres quantification de Dintensité des bandes par densitométrie, les résultats de ont été standardisés par
ceux de I’a-tubuline et sont présentés sous forme de ratio par rapport au contrdle Wt.

Trois heures de prétraitement avec QE a une dose de 100uM diminue 1’expression
protéique PEX11B des cellules Wt. Cependant, nous observons un effet opposé dans les cellules
Wt traitées au LPS avec une augmentation du niveau d’expression protéique de PEXI11B
particulierement & 100 uM (Figure 58, A). Pour les cellules mutantes, le traitement QE augmente
le niveau d’expression PEX11B par rapport au contrle non traité (Figure 58, B). Les deux
concentrations de QE ont réduit le taux d’expression PEX11B des cellules déficientes en Acox1
stimulées avec du LPS (Figure 58, A, B). Quant au traitement avec IR, ’effet sur la protéine
PEX11B est remarquable dans les deux lignées sauvages et mutantes. IR a diminué le niveau
d’expression PEX11B dans les cellules Wt en comparaison avec le contréle et avec les autres
traitements des molécules issues de cactus (Figure 58, A, C). Les cellules mutantes Acox1-/-
montrent é¢galement une réduction de 1’expression de PEX11B en réponse au traitement IR, sauf a
la concentration de 100uM et suite au traitement LPS ou le niveau d’expression de PEX11B est
similaire a celui du contr6le traité au LPS (Figure 58, B). Le traitement des cellules microgliales

BV2 avec RU montre une diminution de PEX11B principalement al00uM.

Pour les composés phénoliques (Figure 58, C, D), la VA augmente principalement
I’expression protéique de PEX11B dans les cellules mutantes (Figure 58, D). Le traitement avec
du SA semble diminuer PEX11B dans les deux lignées cellulaires uniguement a 30uM et non a
100uM. Le FA engendre une faible diminution de PEX11B dans les cellules sauvages et mutantes.
Alors que le niveau d’expression de PEX11B des cellules traitées avec du LPS est réduit par le FA

au niveau de cellui des cellules non traitées.

L’expression de la protéine HSD17B4, impliquées dans la voie de béta-oxydation
peroxysomale, au niveau des cellules microgliales n’est pas affectée par 1’absence d’expression du
gene Acoxl ni par le traitement LPS (Figure 59, graphe E). Le traitement avec QE induit
faiblement I’expression protéique de HSD17B4 dans les cellules sauvages, cet effet est beaucoup

plus prononcé chez les cellules mutantes. (Figure 59, A, B)
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Figure 59: Effets des flavonoides (QE, IR, RU) et composés phénoliques (VA, SA, FA) sur I’expression
protéique de ’enzyme bifonctionnelle du peroxysome HSD17B4 (80kDa). Les cellules microgliales BV -
2 Wt et Acoxl-/- ont été prétraitées pendant 3H avec différentes concentrations (30-100 uM) de
Flavonoides et composés phénoliques puis incubées avec du LPS (1ug/ml) pendant 24h flavonoides dans
un tampon de lyse RIPA, 30ug de [Dextrait protéique cellulaire ont été séparées sur un gel
d’électrophorése SDS PAGE de 12% puis transférées sur une membrane PVDF et analysées par
immunoblotting avec anticorps Hsd17b4, Les résultats sont représentatifs d’une seule expérience.
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Apres quantification de lintensité des bandes par densitométrie, les résultats de ont été standardisés par
ceux de I’a-tubuline et sont présentés sous forme de ratio par rapport au contréle Wit.

Effectivement, nous n’observons pas de différence remarquable entre les cellules traitées
et non traitées avec du LPS au niveau du taux d’expression de HSD17B4. Comme PEX11B,
I’expression d’HSD17B4 diminue en réponse au traitement avec IR, et cette répression affecte
I’expression de HSD17B4 dans les cellules sauvages et mutantes avec ou sans traitement au LPS
(Figure 59, A, B). Par contre, le prétraitement avec RU montre un effet presque similaire a celui
de QE, ou RU provoque une augmentation de I’expression protéique de HSD17B4 en comparaison

avec les contrdles des deux lignées cellulaires (Figure 59, A, B).

Le prétraitement avec VA conduit a une répression de 1’expression du HSD17B4 des
cellules sauvages et mutantes (Figure 59, C, D). Alors que le SA n’entraine pas de grandes
modifications dans I’expression de la protéine HSD17B4 par rapport aux groupes controles. On
remarque aussi que 1’effet de SA sur I’expression de HSD17B4 est dépendant de la concentration
utilisée pour le traitement. FA n’altére pas véritablement 1’expression d’HSD17B4 dans les
cellules BV2 microgliales. Les faibles variations observées peuvent étre liées aux doses de
traitement FA (Figure 59, C, D). Les cellules sauvages stimulées avec du LPS, leur niveau
d’expression de HSD17B4 a 30uM est comparable a celui a 100uM (Figure 59, C). Alors que
dans les cellules mutantes, traitées aux LPS, I’expression d’HSD17B4 a 100uM est plus faible par
rapport a son niveau d’expression a 30uM (Figure 59, D).

4.2.Protéines lysosomales

Récemment, des résultats obtenus au laboratoire (publication soumise) de séquencage
d’ARN, issus des cellules microgliales BV-2 sauvages ou déficientes en ACOX1, ont permis de
réveler une dérégulation -entre autres- de I’expression de geénes impliqués dans les fonctions
lysosomales. Parmi ces génes, nous avons retrouve les genes codants pour des cathepsines
lysosomales. Comme rapporté précédemment (8 2.3.1 pp29), nous avons explorer cette
dérégulation de I’expression des cathepsines au niveau I’expression des cathepsines B et K dans

les deux lignées microgliales Wt et Acox1”. Afin d’examiner I’effet des traitements sur les
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perturbations lysosomales des cellules mutantes, nous avons décidé de mesurer I’expression
protéique de deux protéines lysosomales la Cathepsine B et la Cathepsine K dans les cellules BV2

microgliales des deux lignées cellulaires Wt et déficientes en Acox1™".
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Figure 60: Effets des flavonoides (QE, IR, RU) et de composés phénoliques (VA, SA, FA) sur
Pexpression protéique de la Cathepsine B (38kDa). Les cellules microgliales BV-2 Wt et Acox1™ ont été
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prétraitées pendant 3H avec différentes concentrations (30—-100 #M) de flavonoides ou de composés
phénoliques puis incubées avec du LPS (1ug/ml) pendant 24h. Aprés une Lyse du culot cellulaire dans
un tampon de lyse RIPA, 30ug de Dextrait protéique cellulaire ont été séparées sur un gel
d’électrophorése SDS PAGE de 12% puis transférées sur une membrane PVDF et analysées par
immunoblotting avec I’anticorps Cathepsine B, Les résultats sont représentatifs d’une seule et unique
expérience. Aprés quantification de Dintensité des bandes par densitométrie, les résultats de ont été
standardisés par ceux de I’a-tubuline et sont présentés sous forme de ratio par rapport au contréle Wit.

La cathepsine B est une protéase lysosomale intervenant dans différentes voies de
signalisation cellulaires telles que I’inflammation. Comme montré dans nos résultats précédents et
confirmé une nouvelle fois dans les données présentées ci-dessus, Le déficit cellulaire en ACOX1
provoque une augmentation significative dans I’expression protéique de la cathepsine B (Figure
60, graphe E). En accord avec les résultats précédents, le traitement LPS ne modifie pas
I’expression de la Cathepsine B dans les cellules sauvages et mutantes en comparaison avec les

groupes contréles (Figure 60, graphe E).

Le traitement avec QE diminue faiblement 1’expression de la CATHB et cet effet s’inverse
quand les cellules sont prétraitées avec QE a 100uM puis stimulées avec du LPS pendant 24H
(Figure 60, A, B). Tandis que le traitement avec I’IR stimule clairement 1’expression protéique de
CATHB. A une dose de 100uM, I’'R induit I’expression de la cathepsine B des cellules mutantes
en présence ou non du LPS (Figure 60, B). Contrairement a I’IR, RU diminue légérement
I’expression de la CATHB des cellules mutantes, mais 1’effet sur les cellules sauvages était moins

évident.

Concernant les composés phénoliques, le traitement par VA réduit I’expression de la cathepsine B
des cellules BV2 microgliales Wt principalement a 100 uM, et augmente cette expression quand
ces cellules sont traitées avec du LPS (Figure 60, C, D). Le traitement au SA montre que la
CATHB dans les cellules sauvages est faiblement surexprimée, alors que cette expression est
inhibée dans les cellules mutantes. Le traitement au FA provoque une augmentaion de I’expression
de CATHB dans les cellules sauvages et de facon plus remarquable dans les cellules mutantes.
Nous remarquons que l’exposition au LPS se traduit par une diminution importante dans

I’expression de la CATHB principalement dans les cellules mutantes (Figure 60, D).
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La CATHK est une cystéine protéase, membre de la famille des cathepsines lysosomales.
Nos résultats précédents ont montré que le deficit en B-oxydation peroxysomale dans les cellules
BV2 microgliales affectent le taux d’expression de la CATHK présente dans les milieux intra- et
extra-cellulaires. Dans cette partie de notre investigation, nous avons exploré¢ I’effet des
traitements avec des flavonoides ou des composés phénoliques sur la surexpression de la CATHK

dans les cellules microgliales déficientes Acox1™ et traitées ou non avec du LPS.
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Figure 61: Effets des flavonoides (QE, IR, RU) et composés phénoliques (VA, SA, FA) sur I’expression
protéique de la Cathepsine K (28kDa). Les cellules microgliales BV-2 Wt et Acox1™ ont été prétraitées
pendant 3H avec différentes concentrations (30—100 M) de Flavonoides et composés phénoliques puis
incubées avec du LPS (1ug/ml) pendant 24h. Apres une Lyse du culot cellulaire dans un tampon de lyse
RIPA, 30ug de Pextrait protéique cellulaire ont été séparées sur un gel d’électrophorése SDS PAGE de
12% puis transférées sur une membrane PVDF et analysées par immunoblotting avec l’anticorps anti-
Cathepsine K. Les résultats sont représentatifs d’une seule et unique expérience. Apres quantification
de Uintensité des bandes par densitométrie, les résultats de ont été standardisés par ceux de I’a-tubuline
et sont présentés sous forme de ratio par rapport au contrdle Wt.

La figure 61, graphe E, confirme 1’augmentation relative de I’expression protéique de la
cathepsine K causée par la déficience en ACOX1 et suite au traitement LPS des deux lignées
cellulaires sauvages et mutantes. Le traitement QE ne modifie que légérement 1’expression
CATHK (Figure 61, A, B). QE diminue I’expression de la CathK dans les cellules sauvages et
mutantes. L’induction de I’expression de CATHK médiée par LPS dans les cellules mutantes est
relativement estompée par le traitement QE (Figure 61, B). Le prétraitement avec I’IR pendant
3H modifie I’expression de CATHK, nous constatons une augmentation de l’expression de
CATHK. Quant au traitement par RU, il provoque également une augmentation de la CATHK des
cellules BV2 microgliales sauvages par rapport aux groupes contrdle (Figure 61, A). Pour les
cellules mutantes, la concentration de 30puM de RU diminue faiblement 1’ expression de la CATHK
(Figure 61, B). Les composés phénoliques semblent agir différemment sur 1’expression de la
CATHK (Figure 61, C, D). Nous observons que le traitement par la VA entraine une diminution
dans 1’expression de la protéine cathepsine K des cellules Wt et Acox1”". Cependant, les cellules
stimulées avec le LPS, suite au prétraitement VA a une concentration de 30uM, montre une forte
augmentation de I’expression de la CATHK, et cet effet semble étre atténué légérement a une dose
de 100uM de VA (Figure 61, C, D). Le SA n’affecte I’expression de la CATHK des cellules
sauvages comparativement au contrdle (Figure 61, C). Le SA réduit faiblement la CATHK dans
les cellules mutantes. En revanche, suite au traitement LPS, cette expression est augmentée et de
maniére plus importante dans les cellules mutantes (Figure 61, D). Le traitement avec le FA,
réprime clairement 1’expression de la CATHK dans les deux lignées cellulaires et cet effet était

beaucoup plus notable sur les cellules traitées avec du LPS pendant 24H (Figure 61, C, D).
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4.3.Protéines d’inflammation

Le potentiel anti-inflammatoire des flavonoides (Quercétine, Isorhamnetine,
Isorhamnetine-O-rutinoside) et des composés phénoliques (Vanilline, Syringaldehyde,
Ferulaldehyde) a été évalué sur les cellules BV2 microgliales sauvages et mutantes stimulées avec
du LPS pendant 24H. Pour cette raison, nous avons analysé par western blot I’expression protéique

de deux protéines de I’inflammation NLRP3 et IL-1f3.

La figure 62, E montre que le traitement LPS stimule 1’expression de la NLRP3 dans les
cellules sauvages et un peu plus dans les cellules mutantes. Le traitement par QE engendre une
diminution dans I’expression de NLRP3 des cellules sauvages (Figure 62, A). Une concentration
de 100uM de QE suivi d’un traitement LPS amplifie I’expression de NLRP3 des cellules BV2
microgliales. De méme, le traitement avec IR, induit le niveau d’expression de la protéine NLRP3
des cellules sauvages par rapport aux contrdles et cet effet est reproduit de maniere un peu plus
importante dans les cellules mutantes (Figure 62, A, B). Tandis que le traitement avec RU réduit
faiblement 1’expression de la NLRP3 des cellules Wt stimulées avec du LPS, alors que les cellules
déficientes en ACOX1, ayant recu un traitement LPS, montrent plutét une augmentation de
I’expression de NLRP3, principalement a 100uM (Figure 62, A, B).

En ce qui concerne les composés phénoliques (Figure 62, C, D), la VA diminue
relativement 1’expression de NLRP3 des cellules sauvages et mutantes, mais apres le traitement
LPS, nous retrouvons une augmentation de NLRP3 concentration-dépendante. Pour le SA, nous
observons une réduction relative de NLRP3. Alors que dans les cellules stimulées avec du LPS,
nous constatons une augmentation de NLRP3, principalement a 100uM de SA (Figure 62, C, D).
Aussi bien dans les cellules sauvages ou mutantes, le FA seul n’a pas d’effet sur I’expression de
NLRP3. Cependant, comme SA, le prétraitement par FA suivi de traitement LPS induit le taux de
NLRP3 dans les cellules mutantes. (Figure 62, C). La figure 62 graphe D montre que

I’expression de la NLRP3 est induite de maniére concentration-dépendante
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Figure 62: Effets des flavonoides (QE, IR, RU) et de composés phénoliques (VA, SA, FA) sur
D’expression protéique de la NLRP3 (85kDa). Les cellules microgliales BV-2 Wt et Acox1-/- ont été
prétraitées pendant 3H avec différentes concentrations (30-100 uM) de flavonoides et de composés
phénoliques puis incubées avec du LPS (1ug/ml) pendant 24h. Apres une Lyse du culot cellulaire dans
un tampon de lyse RIPA, 30ug de [Dextrait protéique cellulaire ont été séparées sur un gel
d’électrophorése SDS PAGE de 12% puis transférées sur une membrane PVDF et analysées par
immunoblotting avec ’anticorps anti-Nlrp3, Les résultats sont représentatifs d’une seule et unique
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expérience. Aprés quantification de D’intensité des bandes par densitométrie, les résultats de ont été
standardisés par ceux de I’a-tubuline et sont présentés sous forme de ratio par rapport au controle Wt.

Comme présenté auparavant, 1’expression génique d°ll-15 est altérée par le déficit
peroxysomal et le traitement LPS. Ici, nous montrons que le traitement LPS induit une forte

production d’IL-1p par les cellules sauvages et cette induction s’accentue encore plus dans les
cellules déficientes en ACOX1 (Figure 63, graphe C).
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Figure 63 Effets des flavonoides (QE, IR, RU) sur I’expression protéique de IL1B (31kDa). Les cellules
microgliales BV-2 Wt et Acox1-/- ont été prétraitées pendant 3H avec différentes concentrations (30-100
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uM) de flavonoides puis incubées avec du LPS (1ug/ml) pendant 24h. Apres une Lyse du culot cellulaire
dans un tampon de lyse RIPA, 30ug de D’extrait protéique cellulaire ont été séparés sur un gel
d’électrophorése SDS PAGE de 12% puis transférées sur une membrane PVDF et analysées par
immunoblotting avec anticorps anti-11-1b, Les résultats sont représentatifs d’une seule expérience.
Apres quantification de Dintensité des bandes par densitométrie, les résultats de ont été standardisés par
ceux de I’a-tubuline et sont présentés sous forme de ratio par rapport au contréle Wt.

Le traitement avec QE inhibe 1’expression d’IL-1p uniquement dans les cellules mutantes
(Figure 63, B). En présence de LPS, le niveau trés élevé d’’expression d’IL-1[ ne varie pas méme
si les cellules sauvages ou mutantes ont été prétraitées avec QE (Figure 63, A). Par contre, IR
montre, a une concentration de 100uM, une répression remarquable dans 1’expression d’IL-1[3
dans les cellules sauvages ou mutantes stimulées avec du LPS (Figure 63, A, B). Tandis que RU
ne fait qu’augmenter 1’expression d’IL-1f dans les deux lignées cellulaires ayant recu ou pas le
traitement LPS aux deux concentrations utilisées de RU (Figure 63, A, B).

Vii.  La modulation de linflammation et le stress oxydatif, provoqués par ’absence du géne Acoxl
et le traitement LPS, par des composés issus de cactus : flavonoides et composés phénoliques

Les propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes de flavanols et de phénols présents dans
les produits naturels ont été décrites dans plusieurs publications internationales (Bezerra et al. 2016;
Kumar et al. 2011; Zhou et al. 2017; Matias et al. 2014). L’objectif de notre travail a été de tester,
d’évaluer et de comparer le pouvoir antioxydant et anti-inflammatoire de six molécules naturelles
différentes issues de cactus a deux concentrations, 30 et 100uM. La perspective de ces travaux est
une évaluation du potentiel thérapeutique, d’un ou plusieurs de ces composés, contre les
dommages oxydatifs et inflammatoires induits par : (i) soit I’altération des fonctions
peroxysomales liée a 1’absence de I’activité ACOXI ; (ii) et/ou les endotoxines bactériennes
comme les LPS. Cette évaluation nous a amené a effectuer des analyses par RT-gPCR, par western
Blot et par dosage de NO afin de quantifier le taux d’expression de génes, d’enzymes impliqués
dans la B-oxydation peroxysomale et dans I’inflammation, pour comprendre le mécanisme d’action

moléculaire responsable du pouvoir anti-inflammatoire et anti-oxydant de ces dérivés de cactus.

L’effet des molécules sur la viabilité cellulaire a été évalué par le test de MTT. Une étude faite
par Xu et al. a montré que I’incubation des cellules neuronales PC12 avec de 1’isorhamnetine ( a
10uM pendant 72H) entraine une augmentation de la viabilité cellulaire (S. L. Xu et al. 2012).

Dans nos résultats, nous avons constaté également une légere augmentation de viabilité cellulaire
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des cellules BV2 sauvages apres un traitement IR 10uM de 48H. C’est également le cas pour
I’isorhamnetine-O-rutinoside (RU), qui augmente la viabilité cellulaire a une concentration de
10uM dans les deux lignées cellulaires sauvages et mutantes des cellules BV2 microgliales. Dans
une étude de Beken et al., la quercétine devient cytotoxique a partir d’une concentration de 25 uM
(Beken et al. 2020). Les trois composés phénoliques, vanilline (VA), syringaldéhyde (SA) et
férulaldéhyde (FA) n’exercent aucun effet cytotoxique sur les cellules BV2 sauvages et mutantes
méme a une concentration maximale de 100uM. Dans ’article de Salau et al., les auteurs indiquent
que VA n’exerce aucune toxicité sur les cellules cérébrales et elle est capable de traverser la
barriére hématoencéphalique contrairement a 1’acide vanillique (Salau et al. 2020). Les
caractéristiques physico-chimiques des composés naturels jouent un réle important dans le
mécanisme d’action moléculaire des composés. L’addition d’un groupement glycosyl peut
modifier la solubilité, I'absorption et I’effet de la molécule. La présence d'un groupement glycosyl
dans la quercétine glycoside augmente sa solubilité dans I'eau par rapport a la quercétine aglycone
(Ross et al. 2002; Hollman et al. 1999). Contrairement au férulaldéhyde, la quercétine a une plus
faible biodisponibilité due a sa faible absorption et par son élimination rapide (Radnai et al. 2009;
Yao Li et al. 2016). Ceci suggérerait que la mort cellulaire constatée des cellules BV2 a partir de
concentrations de 30uM est peut-étre da a la faible absorption et la métabolisation des flavanols
par les cellules microgliales. Par consequent, 1’accumulation extracellulaire des dérivés de cactus
et de leurs métabolites peut causer la cytotoxicité cellulaire des cellules microgliales BV2 sauvages
et mutantes. De plus, 1’absorption et la stabilité métabolique des flavonoides avec un groupement
méthyl est plus importante que les flavanols dépourvus de groupement méthyl (Jaramillo et al.
2010). Cette propriété rend de I’isorhamnetine un composé plus actif que la quercétine. Les
polyphénols contiennent au moins un cycle aromatique contenant un ou plusieurs groupements
hydroxyles (van Duynhoven et al. 2011). En raison de leurs noyau phénolique et la chaine latérale
avec un radical phénoxy stable, rend ces molécules des composeés a fort potentiel antioxydant (Graf
1992).

Dans nos conditions expérimentales, les cellules BV2 microgliales Wt et Acox1 7~ sont incubées
3H pour un prétraitement avec une molécule issue de cactus a une concentration de 30 ou de
100uM, puis sont incubées avec du LPS pendant 24H. L’endotoxine bactérienne LPS se lie au
récepteur TLR4-MD-2, sachant que la protéine MD-2 est nécessaire pour reconnaitre le LPS. La

formation du complexe TLR4/MD-2/LPS est essentielle pour activer la voie de signalisation TLR4
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dans les macrophages. Une fois que TLR4 reconnait la molécule de LPS, il subit une
oligomérisation permettant de recruter des protéines adaptatrices telle que la MyD88, qui induit
’activation des voies de signalisation MAPK (mitogen-activated protein kinase), impliquant la
c- Jun N-terminal kinase et (JNK) et p38 MAPK (Zhong et al. 2007; Fang et al. 2007). Ensuite, la
MAPK active les facteurs de transcription AP-1 et NFxB (Y. H. Kim et al. 2005; Jp et al. 2008).
Ensuite, la translocation de NFkB du cytoplasme vers le noyau déclenche la production des
molécules pro-inflammatoires. Ces facteurs de transcription induisent 1’expression génique de
cytokines et chimiokines (TNFa, IL-1, IL-8, IL-12) (Jp et al. 2008; A. Murakami et al. 2005),
ainsi que 1’expression de cyclooxygénase (COX-2), I’oxyde nitrique (NO)-synthase inductible
(INOS), et les molécules d’adhésion cellulaire (Woo et al. Kwon 2007; Chiu et al. 2008). De plus,
la surexpression de COX2 et d’iNOS, augmente la production de NO et des ROS. Comme le
montre nos résultats, nous constatons également une augmentation dans 1’expression des
médiateurs inflammatoires et une augmentation de production de NO des cellules microgliales
sauvages et mutantes stimulées avec du LPS. La production excessive de cytokines est considérée
comme une cause majeure d'inflammation systémique ou septicémie (Hotchkiss et al. 2016). En
plus, I’activation des réponses immunitaires pro-inflammatoires est souvent associée a I’apparition
et le développement des maladies neurodégénérative. Donc, I’inhibition des facteurs pro-

inflammatoires pourrait diminuer la neurodégénérescence et ralentir la progression de la maladie.

Plusieurs études ont décrit la capacité des flavonoides et les composés phénoliques a inhiber
le processus inflammatoire et a protéger contre la neurodégénérescence (Bastianetto et al. 2006;
Szwajgier et al. 2017; Spencer et al. 2012; Vauzour 2014; Suk 2005; Vafeiadou et al. 2007)
(Szwajgier, Borowiec, et Pustelniak 2017). Les polyphénols atténuent la neuroinflammation par
I’inhibition de I’activation des microglies et la répression de I’expression des cytokines pro-
inflammatoires, iINOS et COX-2 (Spencer et al. 2012; Vauzour 2014). Le pouvoir anti-
inflammatoire des polyphénols et des produits naturels est souvent lié & la modulation des
mécanismes de signalisation moléculaire qui impliquent p38MAPK, JNK, AP-1 et NF«xB
(Stalinska et al. 2005; Gonzales et al. 2008). Le traitement des cellules BVV2 microgliales avec du
LPS pendant 24H augmente la production du NO. Cette production de NO est exacerbée dans les
cellules deéficientes en Acox1, ce qui prouve pour une nouvelle fois que I’absence de I’activité
ACOX1 cause du stress cellulaire dans les cellules microgliales. Les six molécules testées

flavanols (QE, IR, RU) et phénols (VA, SA, FA) atténuent la production de NO par les cellules
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sauvages et mutantes traitées avec du LPS. Ce qui signifie que les dérivés de cactus exercent un
effet inhibiteur sur I’expression de iNOS, I’enzyme synthétisant le NO. En effet, le traitement des
cellules mutantes avec les flavanols a diminué significativement 1’expression génique de cytokines
pro-inflammatoires Tnf-« et 11-14 induites par la déficience en Acoxl et/ou le traitement LPS.
L’absence d’Acoxl et le traitement avec du LPS augmentent 1’expression génique de INoS et
diminuent celle de Sod1. Toutes les molécules flavanols et phénols diminuent I’expression génique

de iNos dans les cellules BV2 microgliales sauvages et mutantes stimulées avec du LPS.

D’apres les résultats présentés précédemment dans ce manuscrit, 1’absence des genes
peroxysomaux entraine un dysfonctionnement au niveau lysosomal, I’autophagie et provoque une
altération dans la fonction de phagocytose des cellules BV2 microgliales. Vasko et al. (Vasko et
al. 2013) ont montré que le dysfonctionnement lysosomal affecte aussi la fonction peroxysomale
et entraine une accumulation de peroxysomes. Ainsi, les cellules avec un déficit lysosomal
montrent un niveau de stress oxydatif et de cytokine pro-inflammatoire trés élevés. Nous avons
montré que I’expression protéique de I’enzyme lysosomale cathepsine B est impactée
principalement par la déficience peroxysomale, alors que le LPS n’a induit aucun changement dans
I’expression de cette protéine lysosomale des cellules controle. Tandis que I’expression de la
cathepsine K est impactée par le traitement LPS et la déficience en Acoxl. L’isorhamnetine
augmente 1’expression de la CATHB des cellules mutantes avec un effet dose-dependant. Un
traitement avec 30uM d’isorhamnetine-O-rutinoside ou de vanilline diminuent 1’expression
protéique de la cathepsine B des cellules BV2 microgliales. La quercétine, 1’isorhamnetine,
I’isorhamnetine-O-rutinoside ou le férulaldehyde diminuent chacun I’expression de la CATHK
dans les cellules mutantes traitées avec du LPS. L’isorhamnetine-O-rutinoside réduit I’expression

protéique des deux protéines lysosomales CATHB et CATHK.

Dans I’ensemble des résultats, nous observons que la déficience en Acox1 diminue I’expression
des genes peroxysomaux Abcd3, Hsd17b4, des récepteurs nucléaires Ppare, Ppar g, de la cytokine
pro-inflammatoire Tnf-¢, et de I’enzyme antioxydante Sodl. Et augmente 1’expression de la
Catalase, Pex11b, Ppary, IL-14, IL-4, et iNos. Vasko et al. , rapportent, apreés injection de LPS
aux souris (WT) contréles, une diminution de I’activité et du taux protéique d’ACOX1 et une
réduction dans I’expression protéique CAT sans altération de son activité enzymatique, suivi aprés

par une restauration des niveaux d’expression de CAT et ACOX. Les auteurs décrivent cette
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expression des enzymes peroxysomales comme biphasique, et ¢’est également le cas pour les
protéines ABCD3 et PEX14. L’augmentation de 1’activit¢ ACOX1 génératrice de la molécule
H20; et la diminution de I’expression de la catalase cause un déséquilibre dans la balance redox
peroxysomale. Ce déséquilibre métabolique oxydatif provoque une altération supplémentaire des
fonctions peroxysomales, avec une augmentation du stress oxydatif et I’aggravation des l€sions
organiques (Vasko et al. 2013). Le traitement LPS des cellules BV2 microgliales, diminue
I’expression génique de Abcd3, Hsd17b4, Ppar «, Ppary, I1-4 et augmente 1’expression de Catalase,
Pparg, Tnf-¢, IL-14, iNos, et I’expression protéique de CATHK, NLRP3 et IL-1B.

Les deux sources de stress cellulaire, la déficience en Acox1 et le LPS, diminuent 1’expression
du géne Abcd3 codant pour la protéine ABCD3/PMP70 qui participe au transport des acides gras
a travers la membrane peroxysomale. D’aprés Vasko et al. , le traitement LPS induit
temporairement une pexophagie, qui se manifeste par la diminution de taux d’expression
d’ABCD3 et de PEX14, et la réduction de la densité de peroxysomes et de lysosomes, suivie apres
par une augmentation dans la prolifération des peroxysomes (Vasko et al. 2013). Ici dans notre
étude, la déficience en Acox1 a causé également une répression dans 1’expression génique d’Abcd3
et une induction de la peroxine Pex11p,. Le traitement VA et QE augmentent davantage
I’expression de PEX11B des cellules déficientes en Acox1. Le traitement des cellules avec IR, RU
ou FA diminuent I’expression protéique de PEX11B. Les deux molécules Isorhamnetine et
férulaldéhyde ont inversé I’effet du LPS, en augmentant I’expression du geéne peroxysomale.
L’isorhamnetine induit I’expression d’Abcd3, de Cat et de Hsd17b4 et diminue celle de Pex11p,.
Les traitements SA et FA n’affectent pas I’expression protéique de HSD17B4. Contrairement aux
résultats de RTqPCR, I’expression protéique de HSD17B4 augmente avec le traitement QE et RU.
Alors qu’elle diminue avec un prétraitement IR et VA. Les résultats sur I’effet des molécules sur
I’expression des protéines peroxysomales sont a prolonger par un traitement au cours du temps,
vu que I’expression biphasique, décrite plus haut, se terminant par une phase de restauration des
fonctions peroxysomales. L’expression de PPARa, augmente dans les souris avec des lysosomes
défectueux, contrairement aux souris sauvages, ce qui contribue a la préservation d’ACOX1.
L’activation de PPARa peut représenter un mécanisme de compensation pour activer les

peroxysomes dysfonctionnels (Vasko et al. 2013). Nos résultats montrent que 1’expression génique
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des récepteurs nucléaire Ppara est réprimée dans les cellules mutantes et les cellules traitées avec
du LPS.

La quercétine (QE), comme indiqué précédemment, est un flavonoide lipophile possédant de
puissantes activités anti-inflammatoire et antioxydante. Elle peut traverser la barriere
hématoencéphalique (Ferri et al. 2015), ce qui rend de cette molécule un candidat & potentiel
thérapeutique pour le traitement des maladies neurodégénératives et des lésions neuronales (Bagad
et Khan 2015). QE est capable de stabiliser les mastocytes et de protéger le tractus gastro-intestinal
(Yao Li et al. 2016). Plusieurs exemples montrent 1’effet inhibiteur de QE sur la production des
cytokines pro-inflammatoires (Yoon et al. 2012). Une dose de 10 uM de QE diminue 1’expression
de COX-2, de NF-xB, et de NO (Ramyaa et al. 2014). Dans une autre étude 10-25 uM de QE
inhibe I’expression de NO et de TNF-a (Mrvova et al. 2015). De méme, chez I’homme, 25 uM de
QE bloque les sécrétions de IL-18, IL-6, IFN-y, et TNF-« induits par LPS dans le plasma (Ribeiro
et al. 2015). Comalada et al., montrent qu’a des concentrations en dessous de 50 uM, QE stimule
I’expression des cytokines anti-inflammatoires 1L-10 (Comalada et al. 2006). Il faut noter que, le
traitement avec QE était capable d’augmenter 1’expression du géne anti-inflammatoire 11-4 dans
les cellules microgliales BV-2 Wt traitées avec du LPS. A des concentrations plus élevées de 50 et
100 uM, QE réduit le taux de secretion de IL-6 et TNF-a des macrophages RAW 264.7 stimulées
avec du LPS (Mueller et al. 2010). Des doses intermédiaires de 25 et 50 uM ont été considérées
les plus efficaces pour bloguer la sécrétion de TNF-a dans les macrophages. Egert et al., ont
constate que la prise journaliére de 150 milligrammes de QE pendant six semaines a permis de
réduire significativement la concentration de TNF-a dans le plasma humain (Egert et al. 2009). Ils
ont démontré également que la QE diminue le stress oxydatif et I’inflammation induits par les ROS
en supprimant la production de 1’oxydase NOX2 dans les cellules épithéliales pulmonaires (Sul et
Ra 2021). Non seulement, QE peut atténuer I’inflammation dans 1’athérosclérose par 1’inhibition
de la voie de signalisation Gal-3-NLRP3 (H. Li et al. 2021). Nos résultats montrent que 30uM de
QE induisent une légére diminution du taux d’expression protéique de NLRP3 des cellules BV2
sauvages et mutantes traitées aux LPS. D’autres études ont également démontré que la QE
supprimait l'activation de I'inflammasome NLRP3 dans des modeéles de lésions hepatiques induites
par I'éthanol ou I'isoniazide (S. Liu etal. 2018; Yueming Zhang et al. 2020). De plus, la QE atténue
la réponse inflammatoire des cellules endothéliales provoquée par Escherichia coli (0157:H7) ou

une vascularite médiée par IL-1 en inactivant I’inflammasome NLRP3 (Xue et al. 2017;
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Domiciano et al. 2017). Une étude récente in vitro réalisée sur des macrophages RAW?264.7
montre que le traitement avec QE attenue la réponse Inflammatoire et le stress oxydatif induit par
LPS (Tang et al. 2019). Le prétraitement des keratinocytes avec 1,5 puM de QE réduit
significativement I’expression de IL-1B, IL-6, IL-8, et augmente 1’expression de SOD1, SOD?2,
catalase, GPx, et IL-10 dans des kératinocytes, modele cellulaire de dermatites atopique, traités
par un cocktail composé de IL-4, 1L-13, et TNF-a (Beken et al. 2020). Ces observations ont été
confirmé par d’autres études in vivo, (Bagad et al. 2015; Dora et al. 2021) montrant le pouvoir
antioxydant de QE. En effet, dans nos modéles de microglie, QE a pu induire légérement
I’expression génique de Sodl des cellules sauvages et mutantes. 100uM de QE augmente
I’expression du géne Cat dans les cellules déficientes en Acox1 stimulées avec du LPS. De plus,
QE et son métabolite I’isorhamnetine sont capables de protéger les hépatocytes HepG2 contre la
cytotoxicité cellulaire induite par un carcinogéne grace a ’activation de la voie de signalisation
impliquant Nrf2 (nuclear factor erythroid 2-related factor 2) qui régule I’expression des génes
codant les enzymes antioxydantes (M. Kim et al. 2021). 1l a été suggéré que la diminution des
ROS par QE augmente I’expression de PGCla qui permet d’activer la voie de signalisation NRF2
(nuclear respiratory factor 2) (Sharma et al. 2015). In vitro et in vivo la quercétine exerce son
effet anti-athérogénique par 1’induction de 1’expression des génes Ppary et Lxra et Abcal (Jia et
al. 2019; S.-M. Lee et al. 2013; L. Sun et al. 2015; K. Ren et al. 2018) (S.-M. Lee et al. 2013) (L.
Sun et al. 2015). PPARYy, régule le métabolisme lipidique par 1’activation de I’expression de LXRa
et ABCA1 (Majdalawieh et al. 2010; Zhao et al. 2018). Tandis que nos résultats montrent que le
traitement avec QE diminue davantage 1’expression du géne Ppary dans les cellules BV2
microgliales. Dans les cellules gliales il a été montré que la QE peut inhiber 1’expression génique
de Tnf-a induite par LPS et de IL-1a ce qui diminue ’apoptose des cellules neuronales induite par

I’activation des cellules microgliales (Bureau et al. 2008).

L'isorhamnetine (IR) est un flavanol aglycone connu pour ces propriétes anti-inflammatoires,
et ses activités antioxydante et antitumorale (Lu et al. 2018; Ramachandran et al. 2012). Liuetal.,
ont montré que IR inhibe la cirrhose développée chez les souris par la réduction de 1’autophagie et
la régulation de la voie de signalisation TGF-$1/p38 MAPK (N. Liu et al. 2019). L’IR démontre
son effet hépato-protecteur sur les souris par 1’inhibition de 1’apoptose et 1’autophagie par la voie

P38/PPARa (Lu et al. 2018). De plus, I’IR est capable d’induire I’expression de PPARYy dans les
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hépatocytes de souris (F. Zhang et al. 2013; Z. Wang et al. 2011). Zhang et al., montrent que
I’administration d’extrait riche en flavonoides diminue I’expression de NFxB, iNOS, COX-2,
TNFa, IL-1B, IL-4, IL-6, par la modulation des voies de signalisation JNK, ERK et p38 MAPK
dans un modele de rat avec une ischémie cérébrale (S. Zhang et al. 2013). Une autre étude
démontre que IR est un agoniste de PPARy (Ramachandran et al. 2012). Alors que dans nos
résultats, I’IR réprime significativement 1’expression des génes Ppara et Ppary des cellules
sauvages et mutantes. Zhang et al., confortent en partie nos résultats en indiquant que I’IR serait
plutdt un antagoniste spécifique de PPARy (Yu Zhang et al. 2016). IlIs ont montré que IR inhibe
I’activation de PPARy induite par son agoniste, la rosiglitazone, mais pas celle de PPARa ,
PPAR/d ou LXR (o et B) avec un effet dose-dépendant (Yu Zhang et al. 2016). Dans le cas d’une
Iésion cérébrale, IR atténuerait la réponse inflammatoire et 1’apoptose par ’activation de la voie
de signalisation AKt/SIRT1/Nrf2/HO-1 des neurones de I’hippocampe HT22 (Y. Wu et al. 2021).
De plus, il a été rapporté que la régulation de la voie de signalisation de SIRT1/Nrf2 permet de
réduire le stress oxydatif, I’inflammation, et 1’apoptose cellulaire dans le cas de Iésion cérébrale
aggravée par I’hyperglycémie diabétique (Lingyang Chen et al. 2019). L’effet antioxydant de I’IR
a été confirmé une fois de plus dans 1’étude réalisée sur les cellules neuronales PC12 (Cho et al.
2017). Le traitement des cellules HT22 avec de I’IR permet de réduire le taux de MDA et
d’augmenter 1’expression des enzymes antioxydantes SOD et GPx (Y. Wu et al. 2021). Une
concentration de 30uM d’IR permet d’induire I’expression génique de Sodl des cellules
déficientes en Acoxl avec ou sans traitement LPS. Ajouter a cela, I’expression du gene Cat
augmente dans les cellule sauvages et mutantes ayant regues ou pas un traitement LPS. Sur un
modéle de septicémie induite par E. coli chez les souris, le traitement avec I’'IR permet de réduire
le niveau d’expression des cytokines pro-inflammatoires dans le plasma et les poumons, et
d’augmenter la longivité chez les souris traitées (Chauhan et al. 2019). De plus, I'IR a une activité
anti-inflammatoire distincte est capable de réduire I'expression des génes inflammatoires dans les
macrophages de souris stimulés aux LPS (Boesch-Saadatmandi et al. 2011). IR inhibe la
phosphorylation de IxkBa et de la sous-unité p65 de NFkB chez un modele de souris de la maladie
intestinale inflammatoire de Crohn (Dou et al. 2014). Ren et al., ont rapporté que le traitement des
cellules épithéliales pulmonaires BEAS-2B avec de I’IR diminue significativement 1’expression
des cytokines pro-inflammatoire IL-1p, IL-6, IL-8 induites par TNFa (X. Ren et al. 2021). IR

atténue les effets induits par 1’alimentation riche en graisse et en fructose par I'inhibition des voies
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de signalisation MAPK et NFxB de souris obéses (Mulati et al. 2021). Dans nos resultats, la
cytokine inflammatoire IL-1p est induite dans les cellules traitées avec du LPS et les cellules
mutantes. Une concentration de 100uM de IR entraine une diminution notable de I’expression
protéique d’IL-1P des cellules sauvages et mutantes traitées aux LPS. Galati et al. (Galati et al.
2003) ont observé que le jus de fruit d’Opuntia ficus-indica contenant majoritairement de
I’isorhamnetin-3-O-rutinoside (RU) présente une activité antioxydante importante, par I’inhibition
de la formation des ROS (X. Zhang et al. 2018). En effet, Le traitement RU augmente I’expression
génique Cat des cellules sauvages traitées ou non avec des LPS, de maniere dose-dépendante, mais
réprime significativement 1’expression de Sodl par rapport aux cellules controles. L’effet anti-
inflammatoire de RU, est constaté dans les cellules sauvages traitées aux LPS, dans lesquelles RU
diminue I’expression protéique de I’inflammasome NLRP3. De plus, a une concentration de 30uM

RU induit I’expression du géne Ppara.

Kim et al. (M. E. Kim et al. 2019) rapportent que la vanilline (VA) inhibe la production de
NO et I’expression des médiateurs pro-inflammatoires iNOS, IL-1p, IL-6, et TNF-a, dans les
cellules BV2 stimulées avec du LPS (Yan et al. 2017). Les auteurs expliquent ces résultats par
I’effet suppresseur de VA sur la voie de signalisation NFkB. Nos résultats ont montré que VA
réduit significativement la production de NO par I’inhibition de I’expression d’iNos et diminue
I’expression des cytokines pro-inflammatoires. Salau et al., ont observé qu’ex-vivo VA possede un
pouvoir neuroprotecteur sur les Iésions cérébrales induites par le Fe?*. De plus, dans les tissus
traitées avec la VA, ces auteurs obersvent une restauration des activités des enzymes antioxydantes
GPx, SOD et catalase, accompagnée d’une diminution des taux de MDA et de NO (Salau et al.
2020). Cependant, nos resultats, dans les cellules microgliales sauvages ou mutantes, ne montrent
aucune induction de I’expression des génes Cat et Sod1 par la VA, alors qu’elle induit I’expression
de Ppara. Une autre étude in vitro conduite par Yan et al., décrit 1’effet protecteur de VA sur les
neurones dopaminergiques de rat contre 1’inflammation et la mort cellulaire induites par LPS via
I’inhibition de la voie de signalisation ERK1/2, P38 et NFkB (Yan et al. 2017). En plus de son réle
neuroprotecteur, plusieurs études ont rapporté que VA peut exercer un effet anti-inflammatoire sur
les tissues périphériques comme le foie, le colon et sur les macrophages (Makni et al. 2011; S.-L.
Wu et al. 2009).
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Le Syringaldéhyde (SA) appartient au groupe des composeés phénoliques (C. Y. Lee et al. 2009),
connus pour leurs nombreux effets: antioxydant, antithrombotique, antihypertensive, anti-
inflammatoire et anti-carcinogénique. Le SA réduit significativement 1’expression d’ll-14, une
cytokine pro-inflammatoire, dans les cellules sauvages et déficientes Acox1~~ stimulées avec du
LPS. De plus, I’expression de la protéine NLRP3, induite par le LPS dans les cellules Acox1~",
semble étre réduite apres traitement par SA a 30uM. Ceci pourrait expliquer la répression
significative de 1’expression d’ll-1/ constatée dans les cellules sauvages et mutantes. Ajouter a

cela, ’induction par SA, principalement dans les déficientes Acox1~"

, I’expression de Ppara,
connu pour ses capacités de régulation anti-inflammatoires. Dans ce sens, Malcok et al., o
démontré que I’administration de SA peut réduire le stress oxydatif et la migration cellulaire

inflammatoire dans la moelle épiniere ischémique de lapin (Malcok et al. 2020).

Radnai et al., ont testé in vivo I’effet du Férulaldéhyde (FA) chez des souris traitées avec du
LPS et ont démontré que 1I’administration intrapéritonéale de FA (6 mg/kg) augmente la durée de
vie des souris et réduit la réponse inflammatoire par I’inhibition des cytokines pro-inflammatoires
TNF-a, IL-1B, et augmente I’expression de la cytokine anti-inflammatoire 1L-10 (Radnai et al.
2009). FA diminue les radicaux libres et la production de NO dans le foie de souris traitées avec
du LPS et Interféron-y. Ces endotoxines bactériennes induisent la production des molécules pro-
inflammatoires dans les cellules endothéliales et épithéliales, les neutrophiles, les macrophages et
les lymphocytes (Ulloa et al. 2005). 1l a été rapporté que FA inhibe la synthese de NO induite par
le LPS dans les macrophages RAW 264.7 de souris (N. Y. Kim et al. 1999). De méme, nos
résultats montrent que le prétraitement de 3H avec FA réduit considérablement la production de
NO par les cellules Wt et Acox1” stimulées avec du LPS. Et une dose de 100uM réduit
significativement le taux d’expression d’1l-13 dans les cellules déficientes en Acox1. Nos resultats
sont corroborés par d’autres études montrant que la forme oxydée de FA (acide férulique), attenue
la production des molécules pro-inflammatoires, NO et TNF-a dans les macrophages stimulées
avec du LPS (Ronchetti et al. 2006; Sakai et al. 1997). Maruf et al., ont démontré également que
I’acide férulique peut étre utilisé¢ pour des fins thérapeutique pour inhiber le stress oxydatif et la
cytotoxicite induits par glyoxal et méthylglyoxal dans le foie de souris (Maruf et al. 2015). L’acide
férulique a été démontré avoir des effets neuroprotecteur, radio-protecteur et anti-athérogenique
(Soobrattee et al. 2005). Tucsek et al., rapportent que FA atténuait 1’activation de MAPKs et de
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NF«kB, et protégait 1’intégrité et la polarisation de la membrane mitochondriale, inhibant ainsi la
géneration des ROS par les mitochondries dans les macrophages RAW 264.7 traitées aux LPS
(Tucsek et al. 2011). Dans les cellules Wt traitées aux LPS, nous avons constaté une faible
augmentation du taux d’expression de Ppara induite par 30uM de FA. Le Férulaldéhyde entraine
¢galement une induction de I’expression du récepteurs nucléaire Ppary uniquement dans les

cellules microgliales mutantes a 100pM en absence du LPS.

L’ensemble des données cumulées a partir de notre étude montre que le cactus contient un
cocktail de molécules bioactives dont chacune permet de réguler une ou plusieurs voies de
signalisation bien spécifique et ainsi moduler I’inflammation et le stress oxydatif induits par la

déficience en Acox1 et/ou le traitement LPS par un mécanisme d’action qui reste & déterminer.
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V. Conclusion et perspectives

Les cellules microgliales jouent un réle central dans les maladies neurodégénératives telles
que les leucodystrophies peroxysomales. Les cellules murines microgliales immortalisées BV-2
sont largement utilisées dans ce contexte-la. La caractérisation des modéles cellulaires
microgliales BV-2 générées par la technique de CRISPR-Cas9 dans notre laboratoire, représente
un modele original et un bon outil pour décrypter les mécanismes moléculaires et les voies de
signalisation responsables des conséquences biologiques déléteres liées aux déficiences
peroxysomales. Bien que ces modeles cellulaires ne soient pas des microglies primaires, elles
conservent la signature transcriptomique, ainsi que de nombreuses caractéristiques microgliales
telles que la phagocytose et la capacité a répondre a la stimulation inflammatoire d'une maniere

assez similaire a celle des cellules primaires (A. Das et al. 2015; Henn et al. 2009).

En effet, le premier volet de nos investigations s’intéressait a 1’évaluation des conséquences
du déficit de la p-oxydation peroxysomale dans les lignées microgliales déficientes Acox1” et
Abcd1/d2” sur la morphologie des structures subcellulaires. L’ensemble des résultats obtenus par
fractionnement cellulaires par centrifugation différentielle et isopycnique dans trois types de
gradients de densité —Nycodenz, Percoll et sucrose— ont montré 1’absence de différences
significatives dans la taille et la densité des organites subcellulaires, en particulier concernant les
peroxysomes, des cellules microgliales BV2 déficientes par rapport aux cellules sauvages. Les
profils de distributions des enzymes marqueurs des différents compartiments cellulaires,
Mitochondries, lysosomes, Reticulum endoplasmique, peroxysomes et cytosol, montrent une

similarité de répartition au sein des cellules sauvages comme dans les cellules mutantes.

L’analyse par RTqPCR des ARNms, isolés a partir des cellules Wt et déficientes Abcd1”,
Abcd2”, Abcd1/d27- et Acox1”, a permis de quantifier les niveaux d’expression de différents génes.
D’abord ceux impliqués dans 1’inflammation a montré que la plupart des génes pro-inflammatoires
sont induits dans les cellules mutantes en comparaison avec les cellules sauvages. Cette
observation se confirme avec le traitement LPS, aboutissant a une surexpression de ces génes. En
s’appuyant sur des observations récentes faites dans notre laboratoire a partir de données

transcriptomiques de séquencage a haut débit par RNA-seq, indiquant une surexpression de
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plusieurs génes codant pour des protéines lysosomales : CtsB, lamp2, CtsK, CtsD et lysozymes.
L’analyse au niveau post-traductionnel par western blot de I’expression de plusieurs protéines
lysosomales CATHB, CATHK et LAMP2, nous a révelée une augmentation des taux de certaines
protéines aussi bien au niveau intracellulaire que dans le milieu extracellulaire dans les quatre
lignées BV-2 déficientes Abcd1™, Abcd2”, Abcd1/d2 et Acox1”. Dans le cas des BV-2 Acox1™,
cette augmentation du taux de protéine de la CATHB s’accompagne d’une induction de son
activité enzymatique. Des résultats similaires ont été observés pour I’augmentation du taux de la
CATHK dans les cellules déficientes avec une différence notable montrant la libération
uniquement de la forme précurseur pro-CATHK dans le milieu extracellulaire. Le taux de la
protéine LAMP2 de la membrane lysosomale est augmentée légérement dans les cellules
déficientes, mais cette relative induction reste statistiquement non significative. Ces resultats sont
en accord avec 1’analyse transcriptomique réalisée au laboratoire sur les ARNm issus des lignées
BV2 mutantes en comparaison avec la lignée sauvage Wt. De plus, 1’évaluation de la capacité de
phagocytose par fluorescence et par comptage CFU dans les cellules microgliales BV-2 a permis
de montrer que les déficiences peroxysomales ont un impact majeur sur la capacité phagocytaire
des cellules BV-2. L’absence du géne Acox1 dans les cellules BV-2 augmente la phagocytose des
bactéries STm fluorescentes. Alors que, 1’absence des genes Abcdl et Abcd2 diminue la
phagocytose dans les cellules BV-2 microgliales. Contrairement a la premiere méthode de
fluorescence, le test CFU (comptage du nombre d’unité formant une colonie), qui nous indique
indirectement la quantité de bactéries STm internalisées par les cellules BV-2, montre une
similarité dans les profils de phagocytose des bactéries STm viables dans les trois lignées
cellulaires. Le traitement des trois lignées de cellules BV-2 avec du LPS pendant 24H montre une
augmentation de la phagocytose principalement dans les cellules BV-2 Wt et Acox1”. Alors
qu’inversement, dans les cellules BV-2 déficientes en Abcdl/d2, nous assistons a une perte
d’efficacité de la fonction phagocytaire aprés un traitement LPS traduite par une diminution de

nombre de CFU, en comparaison avec les cellules sauvages Wt et Acox1™".

Aujourd’hui, le consommateur s’intéresse de plus en plus a la qualité et a I’apport nutritionnel
des aliments. L identification et la caractérisation des éléments bioactifs contenus dans les plantes
et de leurs différentes parties : fleurs, cladodes, graines et mésocarpe, par les chercheurs encourage
I’utilisation de la plante entiére ou ses composes pour leur potentiel thérapeutique (Hegwood 1990).

Ce qui pourrait également aller dans le sens de recommandations écologiques pour éviter le
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gaspillage et préserver la sécurité alimentaire face aux crises alimentaires et la pénuriec d’eau
reconnues actuellement dans le monde. Le cactus est considéré comme une source alimentaire
pour les uns et une ressource potentielle pour d’autres mais non encore bien valorisée a sa juste
valeur. C’est une source de fibres alimentaire, de vitamines et de composés bioactifs. Son pouvoir
antioxydant rend d’Opuntia ficus-indica, une bonne candidate pour moduler I’inflammation et les
stress oxydatif induits par les endotoxines. L’huile de graine de cactus (CSO) possederait un
pouvoir protecteur contre 1I’inflammation aigUe et le stress oxydatif induits par les LPS dans le foie
et le cerveau de souris. Nos travaux montrent que la CSO est capable de rétablir le statut
antioxydant peroxysomal ainsi que les fonctions de B-oxydation des acides gras. De plus, la CSO
présente un effet neuroprotecteur contre la septicémie par le maintien des activités peroxysomales
antioxydantes de la catalase et GPx au niveau cérébral. La derniere partie de notre travail était
destinée a chercher plus spécifiquement les molécules issues de cactus responsables des pouvoirs
anti-inflammatoire et antioxydant. Le prétraitement des cellules microgliales par les différents
dérivés de cactus flavonoides et composés phénoliques a montré que toutes ces molécules
formeraient un cocktail bioactif dont chacun des composés qu’il contient interviendrait dans la
stimulation ou la répression des voies de signalisation inflammatoire et antioxydante. Ainsi, nous
avons révélé que chacun de ces composés a permis de réduire la production du NO, et de réprimer
plus ou moins I’expression de génes pro-inflammatoires, méme si I’effet sur I’expression protéique
et géniques des enzymes peroxysomales reste parfois modeste et mériteraient des investigations
plus approfondies. Les cellules microgliales que nous avons investiguées représentent des modeéles
uniques et avantageux pour décortiquer le métabolisme et les mécanismes cellulaires, mais certains
de nos résultats mériteraient d’€tre transposés et validés sur des cultures primaires de microglies.
Les effets de ces molécules devraient étre considérés dans d’autres cellules cérébrales : astrocytes,
neurones ou oligodendrocytes pour compléter le portrait de leurs actions bénéfiques ou
toxicologiques. Une approche de cocultures de ces cellules cérébrales pourrait également apporter
des réponses sur les échanges cellulaires dans des conditions physiologiques ou pathologiques, par
exemple d’accumulation des AGTLC et son impact sur les autres fonctions peroxysomales dans
ces différents types cellulaires du SNC. L’utilisation de mélanges contenant tout ou partie de
I’ensemble de ces composés (flavonoides et phénoliques) pourrait amener des réponses sur leur
effet synergique et qui expliquerait mieux les effets, anti-inflammatoire et antioxydant, retrouves

dans les extraits, les jus ou les fruits ou toute autre partie de la plante de cactus.
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Figure 1:lmage de la plante O. ficus Indica. La plante de cactus est composée de 3 structures
principales fleur, cladode et fleur indiquées par des fleches dans la figure

Figure 2: Les sites de production de cactus au Maroc (Nounah et al. 2020). Au Maroc, 5 régions sont
connues par la culture du Cactus. Dans la figure ces 5 régions sont indiquées sur la carte par les
numéros de 1 a 5 et a droite chaque numéro correspond a un nom d’une région du Maroc.

Figure 3: La structure chimique de I'lsorhamnetine
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Figure 9. Eléments structuraux nécessaires a I'obtention d'une activité antioxydante (Salem 2009)
Figure 10: Micrographies électroniques de peroxysomes aprés purification (a) et les membranes
peroxysomales préparées avec un traitement au carbonate de sodium (b), La fleche indique le noyau
cristallin peroxysomal libre. Barre, 0.5 um. (a) x 48000. (b) x 65000. encadré : structure tri-laminaire
de membranes isolées apres traitement par du bicarbonate de sodium barre, 50 nm, x 212000 (Y
Fujiki et al. 1982).

Figure 11 : Hlustration schématique des mécanismes moléculaires associés a la pathogenése X-ALD
et a la déficience en ACOXL1. Une mutation au niveau du géne ABCD1, code pour une protéine de
transport inopérante qui bloque le transport de VLCFA au peroxysome. L’absence de la protéine
ACOXI1 enzyme clé de la dégradation des VLCFA provoque une défaillance de la B-oxydation ce qui
entraine une accumulation de ces dernieres dans les cellules. Ce qui impacte d’autres fonctions
biologiques et cause un dysfonctionnement mitochondrial, stress oxydatif, Stress du RE et puis mort
cellulaire. ABCD1, ATP binding cassette subfamily D member 1; ACOX1, acyl CoA oxydase 1; ER,
Reticulum endoplasmique; ROS, reactive oxygen species; VLCFA, very long chain fatty acid.
Figure 12: Les symptémes liées aux maladies de leucodystrophies. Les symptdmes liés aux déficiences
peroxysomales apparaissent a un age précoce et se manifestent sous forme de troubles dans les
activités sensoriels et vitales de I’organisme. Dans la figure chaque symptome est lié a ’organe altéré
de I’organisme humain.

Figure 13: Les différents états cellulaires fonctionnels de la microglie peut étre défini a partir du
phénotype morphologique. A. Une microglie ramifiée montre des prolongations cytoplasmiques
ramifiées, avec lesquelles, elle explore son microenvironnement. B, Des microglies activées avec des
prolongations cytoplasmiques contractées et s'agrandit a cause de I’accumulation des organites et
augmentation de I'activité métabolique. C, Microglies en mode phagocytaire apparaissent souvent
sous forme de macrophages arrondie du cerveau. D, microglie dystrophique, la plupart se
caractérisent par des prolongations cytoplasmiques perlées, tordus ou fragmentés. Cortex cérébral
humain coloré avec I'anticorps Ibal. Barre = 20 um.(Streit et al. 2014)

Figure 14: Les médiateurs du processus d’inflammation. Cette figure résume le réle de différents
médiateurs dans le processus de I'inflammation de la phase aigle a la phase chronique. Abréviations :
PGE prostaglandin E, VIP vasoactive intestinal polypeptide, LTB leukotriene B, LTD leukotriene D,
PAF platelet-activating factor, IL interleukin, CXCL chemokine (C-X-C motif) ligand, CCL CC
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chemokine ligand, IFN interferon, MCP monocyte chemoattractant protein, TGF transforming
growth factor, TNF tumor necrosis factor (d'apres Germolec et al. 2018).

Figure 15: Schéma de fractionnement subcellulaire par centrifugation différentielle (C. de Duve).
Fraction N ou nucléaire, fraction M ou mitochondriale lourde, fraction L ou mitochondriale 1égére,
fraction P ou microsomale, fraction S pour non sédimentable.

Figure 16: Rotor a godets basculants. Les tubes sont déposés dans des godets, accrochés au rotor par
I'intermédiaire d'un bouchon muni de crochets que I’on fixe sur une barre fixe. Sous 1'effet de la force
centrifugeuse, les tubes se réoriente et passent en position horizontale

Figure 17: La distribution intracellulaire des deux enzymes marqueurs des lysosomes -galactosidase
(A, B, C) et Cathepsine C (D, E, F), dans les cinq fractions subcellulaires (N, M, L, P et S) obtenues
par centrifugation différentielle des homogénats de cellules BV-2 (WT (A, D), ACOX1-KO (B, E) et
ABCD1/D2-KO (C, F)). Les repeéres des graphiques représentent en ordonnée : I’activité spécifique
relative (SRA) et en abscisse : le pourcentage cumulé de protéines dans chaque fraction (cumulé de
gauche vers la droite). L’aire de chaque rectangle est proportionnelle au pourcentage de I’activité
mesurée dans chaque fraction. Au sommet de chaque graphique est indiqué le pourcentage de
récupération représentant le taux d’activité mesuré dans les fractions (N, M, L, P et S) rapportée a
Pactivité totale dans I’homogénat (H) aprés centrifugation différentielle

Figure 18: Les Profils de distribution intracellulaire de 1’enzyme marqueur du réticulum
endoplasmique (a-glucosidase), dans les cing fractions cellulaires (N, M, L, P et S) obtenues par
centrifugation différentielle des homogénats de cellules BV-2 (WT (A), ACOX1-KO (B) et
ABCD1/D2-KO (C)). Les repéres des graphiques représentent en ordonnée : P’activité spécifique
relative (SRA) et en abscisse : le pourcentage cumulé de protéines dans chaque fraction (cumulé de
gauche vers la droite). L’aire de chaque rectangle est proportionnelle au pourcentage de I’activité
mesurée dans la fraction. Au sommet de chaque graphique est indiqué le pourcentage de récupération
représentant le taux d’activité mesuré dans les fractions (N, M, L, P et S) rapportée a ’activité totale
dans I’homogénat apreés centrifugation différentielle.

Figure 19: Les Profils de distribution intracellulaire de I’enzyme marqueur de la mitochondrie
(Cytochrome C) dans les fractions cellulaires (N, M, L, P et S) obtenues par centrifugation
différentielle des homogénats de cellules BV-2 (WT (A), ACOX1-KO (B) et ABCD1/D2-KO (C)). Les
repéres des graphiques représentent en ordonnée : I’activité spécifique relative (SRA) et en abscisse :
le pourcentage cumulé de protéines dans chaque fraction (cumulé de gauche vers la droite). L’aire
de chaque rectangle est proportionnelle au pourcentage de I’activité mesurée dans la fraction. Au
sommet de chaque graphique est indiqué le pourcentage de récupération représentant le taux
d’activité mesuré dans les fractions (N, M, L, P et S) rapportée a I’activité totale dans I’homogénat
apres centrifugation différentielle.

Figure 20 : Les Profils de distribution intracellulaire des enzymes marqueurs de cytosol (DPP3) dans
les fractions cellulaires (N, M, L, P et S) obtenues par centrifugation différentielle des homogénats de
cellules BV-2 (WT (A), ACOX1-KO (B) et ABCD1/D2-KO (C)). Les repéres des graphiques
représentent en ordonnée : ’activité spécifique relative (SRA) et en abscisse : le pourcentage cumulé
de protéines dans chaque fraction (cumulé de gauche vers la droite). L’aire de chaque rectangle est
proportionnelle au pourcentage de I’activité mesurée dans la fraction. Au sommet de chaque
graphique est indiqué le pourcentage de récupération représentant le taux d’activité mesuré dans les
fractions (N, M, L, P et S) rapportée a Dactivité totale dans I’homogénat aprés centrifugation
différentielle.

Figure 21: Les Profils de distribution intracellulaire de ’enzyme peroxysomale (Catalase) dans les
fractions cellulaires (N, M, L, P et S) obtenues par centrifugation différentielle des homogénats de
cellules BV-2 (WT (A. D. G), ACOX1-KO (B. E. H) et ABCD1/D2-KO (C. F. I). Les repéres des
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graphiques représentent en ordonnée : D’activité spécifique relative (SRA) et en abscisse : le
pourcentage cumulé de protéines dans chaque fraction (cumulé de gauche vers la droite). L’aire de
chaque rectangle est proportionnelle au pourcentage de P’activité mesurée dans la fraction. Au
sommet de chaque graphique est indiqué le pourcentage de récupération représentant le taux
d’activité mesuré dans les fractions (N, M, L, P et S) rapportée a I’activité totale dans ’homogénat
apres centrifugation différentielle

Figure 22: : Les profils de distribution intracellulaire de ’enzyme marqueur de peroxysomes, la
catalase (bande 64kDa) obtenu par western blotting dans les homogénats de fractions cellulaires (N,
M, L, P et S) des cellules BV-2 (WT (A. D. G), ACOX1-KO (B. E. H) et ABCD1/D2-KO (C. F. I)
apreés centrifugation différentielle. Des quantités égales de protéines ont été chargées pour chaque
fraction sur un gel d’électrophorése PAGE-SDS, ensuite la catalase a été détectée par
immunoblotting sur une membrane PVDF aprés transfert a ’aide des anticorps primaires et
secondaires conjugués a des sondes fluorescentes. Les résultats montrent la distribution des intensités
du signal de la catalase, quantifiées par densitométrie, dans chaque fraction rapportée a celui de
I’extrait. En ordonnée, RSS : signal spécifique relatif et en abscisse : pourcentage cumulé de protéines
dans chaque fraction subcellulaire (cumulé de gauche vers la droite). Au sommet de chaque
graphique est indiqué le pourcentage de récupération représentant ’intensité du signal quantifiée
dans les fractions (N, M, L, P et S) rapportée a 1”’intensité totale dans I’homogénat aprés
centrifugation différentielle

Figure 23: Les profils de distribution intracellulaire de ’enzyme marqueur de peroxysomes, la
catalase, dans les fractions cellulaires (E, N, M, L, P et S) des cellules BV-2 (WT (A, D), ACOX1-KO
(B, E)) et ABCD1/D2-KO (C, F)) apres centrifugation différentielle. Des quantités égales de protéines
ont été chargées pour chaque fraction sur un gel d’électrophorése PAGE-SDS, ensuite la catalase a
été détectée par immunoblotting sur une membrane PVDF apreés transfert électrophorétique a I’aide
des anticorps primaires et secondaires conjugués a des sondes fluorescentes. La distribution des
intensités du signal de la catalase, quantifié par densitométrie, dans chaque fraction rapportée a celui
de ’extrait. En ordonnée, RSS : signal spécifique relatif et en abscisse : pourcentage cumulé de
protéines dans chaque fraction subcellulaire (cumulé de gauche vers la droite). Au sommet de chaque
graphique est indiqué le pourcentage de récupération représentant I’intensité du signal quantifiée
dans les fractions (N, M, L, P et S) rapportée a I”’intensité totale dans ’homogénat (E+N) aprés
centrifugation différentielle.

Figure 24: La distribution intracellulaire des enzymes marqueurs de lysosomes (f-galactosidase),
réticulum endoplasmique (a-glucosidase alcaline), mitochondrie (cytochrome C oxydase) et
peroxysome (Catalase) apres ultracentrifugation isopycnique (gradient continu de Nycodenz de 1,06
a 1,26 g/ml). Un mélange de fractions M+L+P obtenu par centrifugation différentielle des cellules
BV-2 (WT, ACOX1-KO et ABCD1/D2-KO0) a été fractionné par ultracentrifugation isopycnique en
utilisant un gradient de Nycodenz ; En Ordonnée : La fréquence, représente le quotient du
pourcentage d’activité divisé par I'incrément de densité entre deux fractions, et en abscisse : La
densité de la fraction en g/ml, et puis la densité médiane indiqué dans le graphique désigne la densité
a laquelle se retrouve 50% des organites a I’équilibre.

Figure 25: Analyse de la distribution intracellulaire de la catalase, ’enzyme marqueur du
peroxysome aprés ultracentrifugation isopycnique (gradient de Nycodenz de 1,06 a 1,26 g/ml). Un
mélange de fractions M+L+P obtenu par centrifugation différentielle des cellules BV-2 (WT (A, D),
ACOX1-KO (B, E) et ABCD1/D2-KO (C, F)) a été fractionné par ultracentrifugation isopycnique en
utilisant un gradient de Nycodenz. Les tubes du gradient ont été coupés de haut en bas en fractions
qui ont été ensuite analysées par western blot pour détecter la catalase. L’intensité du signal obtenue
pour chaque fraction a été évaluée par densitométrie et les résultats ont été rapportés sur le
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graphique pour les trois lignées cellulaires. L’ordonnée du graphe correspond a la fréquence (Q/SQ.r,
ou Q représente I'intensité trouvée pour la fraction, et SQ, le total des intensités récupérées dans
toutes les fractions, et r, I'incrément de densité entre deux fractions), et en abscisse : La densité de la
fraction en g/ml, la densité médiane indiquée dans le graphique désigne la densité dans laquelle on
retrouve 50% des organites a I’équilibre.

Figure 26: La distribution des activités relatives des enzymes marqueurs de lysosomes (f-
galactosidase) et de microsomes des cellules BV2 microgliales dans un gradient de densité de Percoll.
Un mélange de fractions M+L+P obtenues par centrifugation différentielle a été centrifugé dans un
gradient de densité Percoll™ et 7 fractions ont été collectées de haut en bas du tube de centrifugation.
La distribution des lysosomes et des microsomes a été établie sur la base respectivement des activités
de la p-galactosidase et de 1'a-glucosidase alcaline, mesurées dans les différentes fractions des trois
lignées cellulaires (A. WT, B. ACOX1-KO, C. ABCD1/D2-KO). Le graphique montre le pourcentage
de B-galactosidase et d'a-glucosidase alcaline dans chaque fraction du gradient Percoll™ et la densité
de ces fractions.

Figure 27: La distribution des activités de la -galactosidase (enzyme marqueur de lysosome) et de la
catalase, (enzyme marqueur du peroxysome) apreés ultracentrifugation isopycnique (gradient de
saccharose allant de 1,09 g/cm3 a 1,26 g/cm3). Un mélange de fractions M+L+P obtenu par
centrifugation différentielle des homogénats de cellules BV-2 (WT, ACOX1-KO, ABCD1/D2-KO) a
été fractionné par ultracentrifugation isopycnique en utilisant un gradient de Saccharose. Les
fractions du gradient ont été analysées par dosage enzymatique pour détecter la f-galactosidase (A)
et catalase (B), les résultats ont été rapportés sur le graphique pour les trois lignées cellulaires. En
Ordonnée : La fréquence, représente le quotient du pourcentage d’activité divisé par I’'incrément de
densité entre deux fractions, et en abscisse : La densité de la fraction en g/ml. La médiane indiquée
dans le graphique désigne la densité dans laquelle on retrouve 50% des organites a I’équilibre.
Figure 28: Analyse de la distribution intracellulaire de la catalase, I’enzyme marqueur du
peroxysome, apres ultracentrifugation isopycnique (gradient de sucrose de 1,06 a 1,26 g/ml). Un
mélange de fractions M+L+P obtenu par centrifugation différentielle des homogénats de cellules BV-
2 (WT (A, D), ACOX1-KO (B, E) et ABCD1/D2-KO (C, F)) a été fractionné par ultracentrifugation
isopycnique en utilisant un gradient de sucrose. Les fractions du gradient ont été coupées de haut en
bas, et ensuite analysées par immunoblotting pour détecter la catalase. L’intensité du signal obtenue
pour chaque fraction a été évaluée par densitométrie et les résultats ont été rapportés sur le
graphique pour les trois lignées cellulaires. L’ordonnée du graphe correspond a la fréquence (Q/SQ.r,
ou Q représente I'activité trouvée dans la fraction, et SQ est I'activité totale représentant la somme
des activités dans chaque fraction, et r, I'incrément de densité entre deux fractions), et en abscisse :
La densité de la fraction en g/ml, la densité médiane indiquée dans le graphique désigne la densité
dans laquelle on retrouve 50% des organites a I’équilibre.

Figure 29: L’impact des déficiences peroxysomales sur I’expression des génes d’inflammation, Casp1
(A) lI-1p (B), ll1rn (C), Myd88 (D), Tollip (E) et Tabl (F) des cellules BV2 sauvage WT et mutantes
Abcdl1”, Abcd2”, double mutantes Abcd1/d2” et Acox1”. L’ARN a été extrait a partir des cellules
BV2 et puis transcrit en ADNc par une transcriptase inverse, puis la quantification du niveau
d’expression des génes a été réalisée grace a la technique de qPCR. Les graphes présentent la
moyenne = SD (n = 3), la significativité statistique des résultats est déterminée selon la valeur du p

(***p =0,001. ** p < 0.01. * p < 0,05) comparé au control, (## p < 0,001. ## p < 0,01) comparé
au control avec traitement LPS seul. Les analyses statistiques étaient réalisées en utilisant le test
ANOVAL et Tukey test.
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Figure 30: L’impact des mutations au niveau des génes peroxysomaux sur ’expression des génes de
facteur de transcription, Pparp (A) Ppary (B), pcgla(C), pcglp (D), des cellules BV2 sauvage WT et
mutantes Abcd1”, Abcd2”, double mutantes Abcd1/d2” et Acox1™”. L’ARN a été extrait a partir des
cellules BV2 et puis transcrit en ADNc par une transcriptase inverse, puis la quantification du niveau
d’expression des genes a été réalisée grace a la technique de qPCR. Les graphes présentent la
moyenne * SD (n = 3), la significativité statistique des résultats est déterminée selon la valeur du p

(*** p £0,001. ** p < 0.01. * p < 0,05) comparé au control, (### p < 0,001. # p < 0,01) comparé
au control avec traitement LPS seul. Les analyses statistiques étaient réalisées en utilisant le test

ANOVAL et Tukey test.

Figure 31: L’impact des mutations au niveau des déficiences peroxysomales sur I’expression des
genes pro inflammatoires, 11-6(A) 11-8 (B), et anti-inflammatoires 11-4(C), 11-10 (D), des cellules BV2
sauvage WT et mutantes Abcd1”, Abcd2”, double mutantes Abcd1/d2” et Acox1”. L’ARN a été
extrait a partir des cellules BV2, ensuite transcrit en ADNc par une transcriptase inverse, puis la
quantification du niveau d’expression des génes a été réalisée grace a la technique de qPCR. Les
graphes présentent la moyenne + SD (n = 3), la significativité statistique des résultats est déterminé

e selon la valeur du p (*** p < 0,001. ** p < 0.01. * p < 0,05) comparé au control, (### p < 0,001. ##
p < 0,01) comparé au control avec traitement LPS seul. Les analyses statistiques étaient réalisées en

utilisant le test ANOVAL et Tukey test.

Figure 32: L’impact des mutations au niveau des génes peroxysomaux sur I’expression des génes
d’inflammation, Ifny(A) Tnfa(B) Tak1(C), Ltb4R (D), des cellules BV2 sauvage WT et mutantes
Abcd1”, Abcd2”, double mutantes Abcdl/d2” et Acox1”. L’ARN a été extrait a partir des cellules
BV2 et puis transcrit en ADNc par une transcriptase inverse, puis la quantification du niveau
d’expression des génes a été réalisée grace a la technique de qPCR. Les graphes présentent la
moyenne + SD (n = 3), la significativité statistique des résultats est déterminée selon la valeur du p
(*** p £0,001. ** p < 0.01. * p £ 0,05) comparé au control, (### p < 0,001. # p < 0,01) comparé
au control avec traitement LPS seul. Les analyses statistiques étaient réalisées en utilisant le test

ANOVAL et Tukey test

Figure 33: L’analyse de I’expression protéique de la CATHB (38kDa), CATHK (28kDa) et LAMP2
(110kDa) par western blot des cellules BV-2 (WT, Abcd1”, Abcd2”, Abcd1d2” et Acoxl ). Trente
ng de protéines d’extrait cellulaire ont été séparées sur un gel d’électrophorese SDS PAGE de 12%,
ou 10% puis transférées sur une membrane PVDF et analysée par immunoblotting avec ’anticorps
anti CathB (A, D), anti CathK (B, E) et anti-Lamp2(C, F). Analyse densimétrique de I’'immunoblot
pour comparer I’intensité du signal obtenu au niveau des bandes. Les graphes présentent la moyenne
+ SD (n = 3), la significativité statistique des résultats est déterminée selon la valeur du p (*** p <
0,001. ** p < 0.01. * p < 0,05) comparé au control, (### p < 0,001. ## p < 0,01) comparé au control
avec traitement LPS seul. Les analyses statistiques étaient réalisées en utilisant le test ANOVAL et
Tukey test. Les pointes de fleche bleue et noires désignent les formes de protéine précurseur et mature
respectivement.

Figure 34 L’analyse de I’expression protéique de la CATHB (38kDa), CATHK (28kDa) et LAMP2
(110kDa) par western blot des cellules BV-2 (WT, Abcdl-/-, Abcd2-/-, Abcdld2-/- et Acoxl -/-).
Trente pg d’extrait de protéines stimulées avec du LPS (1pg/ml) pendant 24h, séparées sur un gel
d’électrophorése SDS PAGE de 12%, ou 10% puis transférées sur une membrane PVDF et analysée
par immunoblotting avec I’anticorps anti CathB (A, D), anti CathK (B, E) et anti-Lamp2(C, F).
Analyse densimétrique de I’immunoblot pour comparer I’intensité du signal obtenu au niveau des
bandes. Les graphes présentent la moyenne + SD (n = 3), la significativité statistique des résultats
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est déterminée selon la valeur du p (*** p < 0,001. ** p < 0.01. * p < 0,05) comparé au control, (###
p <0,001. # p <0,01) comparé au control avec traitement LPS seul. Les analyses statistiques é
taient réalisées en utilisant le test ANOVAL et Tukey test. Les pointes de fleche bleue et noires

désignent les formes de protéine précurseur et mature respectivement.
Figure 35: Les déficiences peroxysomale et le traitement LPS augmentent la sécrétion de la forme
pro de la protéine Cathepsine K (28kDa) dans le milieu de culture. Analyse de I’expression protéique
de la CATHK par western blot des cellules BV-2 (WT, Abcdl-/-, Abcd2-/-, Abcd1d2-/- et Acoxl -/-)
traitées avec du LPS pendant 24H. L’extrait protéique du milieu de culture a été séparé sur un gel
d’électrophorése SDS PAGE de 12%, puis transférées sur une membrane PVDF et analysée par
immunoblotting avec ’anticorps anti CathK. L’Analyse densimétrique de I’immunoblot a été faite
pour comparer P’intensité du signal obtenu au niveau des bandes par rapport au Wt. Fleche bleue :
la protéine sous sa forme pro.
Figure 36: Mesure de Dactivité spécifique de la cathepsine B dans les lysats des cellules BV-2 WT,
Abcd1d2” Acox1™. A. Les résultats représentent la moyenne de I’activité spécifique de la cathepsine
B dans les lysats de cellules cultivées dans un milieu de culture pourvu de sérum (xécart-type) calculée
a partir des activités mesurées dans 3 expériences indépendantes. B. Résultats de ’activité spécifique
Cathepsine B dans les lysats cellulaires en absence de sérum, C. Mesure de ’activité enzymatique de
la cathepsine B forme active dans le milieu de culture, D. Mesure de ’activité enzymatique de la
forme Procathepsine B dans le milieu de culture dépourvu de serum. E. Pourcentage de sécrétion de
la cathepsine B forme active dans le milieu de culture cellulaire. F. Pourcentage de sécrétion de la
frome Procathepsine B dans le milieu de culture dépourvu de sérum.
Figure 37: La capacité phagocytaire des cellules BV-2 microgliales (WT, Acox1” et Abcd1d2™). Les
Images obtenues par microscope a fluorescence (objectif X20) de I’infection de cellules BV-2 (WT,
Acox1-/-, Abcd1d2-/-) par les bactéries STm-GFP mutantes aprés 24H d’infection. Les noyaux des
cellules BV-2 sont marqués au DAPI a fluorescence bleue. La fluorescence verte vient des bactéries
exprimant la protéine GFP fluorescente.
Figure 38: La capacité phagocytaire des cellules BV-2 microgliales (WT, Acox1” et Abcd1d2™). Les
Images obtenues par microscope a fluorescence (objectif X20) de I’infection de cellules BV-2 (WT,
Acox1-/-, Abcd1d2-/-) par les bactéries STm-GFP mutantes aprés 3H d’infection. Les noyaux des
cellules BV-2 sont marqués au DAPI a fluorescence bleue. La fluorescence verte vient des bactéries
exprimant la protéine GFP fluorescente.
Figure 39: Capacité phagocytaire des cellules BV2 microgliales sauvages et mutantes. Les graphiques
montrent la moyenne de nombre d’unité formant une colonie (CFU) bactérienne de STm A. par ml
de lysat cellulaire B. par millier de cellules BV-2 (Wt, Acox1” et Abcd1d2”) traitées ou non pendant
24H avec du LPS 1ug/ml et C. par ug de protéines (seules les plaques contenant de 30 a 300 colonies
ont été prise en compte).
Figure 40 : Effets de la quercétine (QE) sur la viabilité cellulaire. Les cellules microgliales BV-2 WT
et Acox1 -/- ont été traitées avec diverses concentrations de quercétine (10, 50, 100 et 200 pM) pendant
48H (A) et 24H (B), et la viabilité des cellules a été mesurée par FDA test. Les données représentent
la moyenne (+ SD) et sont représentatifs de quatre mesures correspondantes a 4 puits (**p <0,01 vs
contrdle Wt, ##p < 0,01 vs contrdle Acox1-/-)
Figure 41: Effets de I’isorhamnetine (IR) sur la viabilité cellulaire. Les cellules microgliales BV -2
WT et Acoxl -/- ont été traitées avec diverses concentrations d’isorhamnetine (10, 50, 100 et 200 pM)
pendant 48H (A) et 24H (B), a des concentrations de (10, 30, 50 et 100uM) pendant 6H (C), et a des
concentrations de (30 et 100uM) pendant 3H (D) la viabilité des cellules a été mesurée par MTT test.
Les données représentent la moyenne (+ SD) et sont représentatifs de quatre mesures
correspondantes a 4 puits (**p <0,01 vs contrdle Wt, ##p < 0,01 vs contrdle Acox1-/-).
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Figure 42: Effets de I’isorhamnetine-O-rutinoside (RU) sur la viabilité cellulaire. Les cellules
microgliales BV-2 WT et Acox1 -/- ont été traitées avec diverses concentrations d’isorhamnetine-O-
rutinoside (10, 50, 100 et 200 pnM) pendant 48H (A) et 24H (B), la viabilité des cellules a été mesurée
par MTT test. Les données représentent la moyenne (+ SD) et sont représentatifs de quatre mesures
correspondantes a 4 puits (**p <0,01 vs contrdle Wt, ##p < 0,01 vs contrble Acox1-/-).

Figure 43: Effets de composés phénoliques sur la viabilité cellulaire. Les cellules microgliales BV-2
WT et Acox1 -/- ont été traitées avec diverses concentrations de Vanilline (VA) (A), Syringaldehyde
(SA) (B) et Ferulaldehyde (FA) (C) (10, 50, 100 et 200 pnM) pendant 3H, la viabilité des cellules a été
mesurée par MTT test. Les données représentent la moyenne (+ SD) et sont représentatifs de quatre
mesures correspondantes a 4 puits (**p <0,01 vs controle Wt, ##p < 0,01 vs contr6le Acox1-/-).
Figure 44: Effets du traitement LPS sur la production de NO par les cellules microgliales. Les cellules
microgliales BV-2 Wt et Acox1™ ont été incubées avec du LPS (1ug/ml) pendant 24H. La production
de NO a été détectée en utilisant le test de Griess. Les données représentent la moyenne (£ SD) de
trois puits répliqués et sont représentatifs de trois expériences indépendantes (**p <0,01 vs controle
(Wt/Acox1™), ##p < 0,01 vs traitement LPS (Wt/Acox1™).

Figure 45: Effets des molécules flavonoides (QE, IR, RU) et phénols (VA, SA, FA) sur la production
de NO. Les cellules microgliales BV-2 Wt et Acox1 ont été prétraitées avec diverses concentrations
de flavonoides ou de composés phénoliques (30-100 pM) pendant 3H puis incubées avec du LPS
(1pg/ml) pendant 24H. La production de NO a été détectée en utilisant le test de Griess. Les données
représentent la moyenne (+ SD) de trois puits répliqués et sont représentatifs de trois expériences
indépendantes (**p <0,01 vs controle (Wt/Acox1-/-), ##p < 0,01 vs traitement LPS (Wt/Acox1-/-).
Figure 46: Effets des flavonoides (QE, IR, RU) et composés phénoliques (VA, SA, FA) sur ’expression
génique du gene peroxysomal Abcd3. Les cellules microgliales BV-2 Wt et Acox1-/- ont été prétraitées
pendant 3H avec différentes concentrations (30-100 pM) de Flavonoides et composés phénoliques
puis stimulées avec du LPS (1pg/ml) pendant 24h. Apreés avoir retiré le milieu, I'ARN a été isolé. Le
niveau d'expression des ARNm du géne Abcd3, a été déterminé par analyse gPCR. Les résultats sont
représentatifs de trois expériences indépendantes (**p <0,01 vs contréle (Wt/Acox1-/-), ##p < 0,01 vs
traitement LPS (Wt/Acox1-/-).

Figure 47: Effets des flavonoides (QE, IR, RU) et composés phénoliques (VA, SA, FA) sur I’expression
génique du gene peroxysomal Catalase. Les cellules microgliales BV-2 Wt et Acox1-/- ont été
prétraitées pendant 3H avec différentes concentrations (30-100 pM) de Flavonoides et composés
phénoliques puis stimulées avec du LPS (1pg/ml) pendant 24h. Aprés avoir retiré le milieu, I'ARN a
été isolé. Le niveau d'expression des ARNm du géne Catalase, a été déterminé par analyse gPCR. Les
résultats sont représentatifs de trois expériences indépendantes (**p <0,01 vs contrble (Wt/Acox1-/-),
##p < 0,01 vs traitement LPS (Wt/Acox1-/-).

Figure 48: Effets des flavonoides (QE, IR, RU) et composés phénoliques (VA, SA, FA) sur I’expression
génique du gene peroxysomal Hsd17b4. Les cellules microgliales BV-2 Wt et Acox1-/- ont été
prétraitées pendant 3H avec différentes concentrations (30-100 pM) de Flavonoides et composés
phénoliques puis stimulées avec du LPS (1ug/ml) pendant 24h. Aprés avoir retiré le milieu, I'ARN a
été isolé. Le niveau d'expression des ARNm du géne Hsd17b4, a été déterminé par analyse qPCR.
Les résultats sont représentatifs de trois expériences indépendantes (**p <0,01 vs contréle
(Wt/Acox1-/-), ##p < 0,01 vs traitement LPS (Wt/Acox1-/-)..

Figure 49: Effets des flavonoides (QE, IR, RU) et composés phénoliques (VA, SA, FA) sur I’expression
génique du gene peroxysomal Pex1lb. Les cellules microgliales BV-2 Wt et Acoxl-/- ont été
prétraitées pendant 3H avec différentes concentrations (30-100 pM) de Flavonoides et composés
phénoliques puis stimulées avec du LPS (1ug/ml) pendant 24h. Apreés avoir retiré le milieu, I'ARN a
été isolé. Le niveau d'expression des ARNm du géne Pex11b, a été déterminé par analyse qPCR. Les
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résultats sont représentatifs de trois expériences indépendantes (**p <0,01 vs controle (Wt/Acox1-/-),
##p < 0,01 vs traitement LPS (Wt/Acox1-/-).

Figure 50: Effets des flavonoides (QE, IR, RU) et composés phénoliques (VA, SA, FA) sur I’expression
génique du gene peroxysomal Ppara. Les cellules microgliales BV-2 Wt et Acox1-/- ont été prétraitées
pendant 3H avec différentes concentrations (30-100 pM) de Flavonoides et composés phénoliques
puis stimulées avec du LPS (1ug/ml) pendant 24h. Apres avoir retiré le milieu, I'ARN a été isolé. Le
niveau d'expression des ARNm du géne Ppara, a été déterminé par analyse qPCR. Les résultats sont
représentatifs de trois expériences indépendantes (**p <0,01 vs contrdle (Wt/Acox1-/-), ##p < 0,01 vs
traitement LPS (Wt/Acox1-/-).

Figure 51: Effets des flavonoides (QE, IR, RU) et composés phénoliques (VA, SA, FA) sur ’expression
génique du géne peroxysomal Pparp. Les cellules microgliales BV-2 Wt et Acox1-/- ont été prétraitées
pendant 3H avec différentes concentrations (30-100 pM) de Flavonoides et composés phénoliques
puis stimulées avec du LPS (1ug/ml) pendant 24h. Apres avoir retiré le milieu, I'ARN a été isolé. Le
niveau d'expression des ARNm du géne Pparp, a été déterminé par analyse gPCR. Les résultats sont
représentatifs de trois expériences indépendantes (**p <0,01 vs contréle (Wt/Acox1-/-), ##p < 0,01 vs
traitement LPS (Wt/Acox1-/-).

Figure 52: Effets des flavonoides (QE, IR, RU) et composés phénoliques (VA, SA, FA) sur I’expression
génique du géne peroxysomal Ppary. Les cellules microgliales BV-2 Wt et Acox1-/- ont été prétraitées
pendant 3H avec différentes concentrations (30-100 pM) de Flavonoides et composés phénoliques
puis stimulées avec du LPS (1pg/ml) pendant 24h. Apres avoir retiré le milieu, I'ARN a été isolé. Le
niveau d'expression des ARNm du géne Ppary, a été déterminé par analyse qPCR. Les résultats sont
représentatifs de trois expériences indépendantes (**p <0,01 vs contrdle (Wt/Acox1-/-), ##p < 0,01 vs
traitement LPS (Wt/Acox1-/-).

Figure 53: Effets des flavonoides (QE, IR, RU) et des composés phénoliques (VA, SA, FA) sur
I’expression du géne d’inflammation Tnf-o. Les cellules microgliales BV-2 Wt et Acox1-/- ont été
prétraitées pendant 3H avec différentes concentrations (30—100 pM) de Flavonoides ou de composés
phénoliques puis stimulées avec du LPS (1pg/ml) pendant 24h. Apreés avoir retiré le milieu, les ARN
totaux ont été isolés puis utilisés pour la rétrotranscription. Le niveau d'expression des ARNm du
géne Tnf-a, a été déterminé par analyse qPCR. Les résultats sont représentatifs de trois expériences
indépendantes (**p <0,01 vs contrble (Wt/Acox1-/-), ##p < 0,01 vs traitement LPS (Wt/Acox1-/-).
Figure 54: Effets des flavonoides (QE, IR, RU) et de composés phénoliques (VA, SA, FA) sur
I’expression du geéne d’inflammation I1-1B. Les cellules microgliales BV-2 Wt et Acox1-/- ont été
prétraitées pendant 3H avec difféerentes concentrations (30—100 pM) de Flavonoides ou de composés
phénoliques puis stimulées avec du LPS (1ug/ml) pendant 24h. Apreés avoir retiré le milieu, les ARN
totaux ont été isolés puis utilisés pour la rétrotranscription. Le niveau d'expression des ARNm du
géne 1I-10J, a été déterminé par analyse gPCR. Les résultats sont représentatifs de trois expériences
indépendantes (**p <0,01 vs controle (Wt/Acox1-/-), ##p < 0,01 vs traitement LPS (Wt/Acox1-/-).
Figure 55: : Effets des flavonoides (QE, IR, RU) et des composés phénoliques (VA, SA, FA) sur
I’expression génique du géne anti-inflammatoire 11-4. Les cellules microgliales BV-2 Wt et Acox1-/-
ont été prétraitées pendant 3H avec différentes concentrations (30-100 pM) de flavonoides ou des
composés phénoliques puis stimulées avec du LPS (1pg/ml) pendant 24h. Apres avoir retiré le milieu,
les ARN totaux ont été isolés puis utilisés pour la rétrotranscription. Le niveau d'expression des
ARNmM du gene 11-4, a été déterminé par analyse qPCR. Les résultats sont représentatifs de trois
expériences indépendantes (**p <0,01 vs contrdle (Wt/Acox1-/-), ##p < 0,01 vs traitement LPS
(Wt/Acox1-/-).

Figure 56: Effets des flavonoides (QE, IR, RU) et des composés phénoliques (VA, SA, FA) sur
I’expression génique du gene du stress oxydant iNos. Les cellules microgliales BV-2 Wt et Acox1-/-
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ont été prétraitées pendant 3H avec différentes concentrations (30-100 pM) de flavonoides ou de
composés phénoliques puis stimulées avec du LPS (1pg/ml) pendant 24h. Apres avoir retiré le milieu,
les ARN totaux ont été isolés puis utilisés pour la rétrotranscription. Le niveau d'expression des
ARNmM du géne iNos, a été déterminé par analyse qPCR. Les résultats sont représentatifs de trois
expériences indépendantes (**p <0,01 vs contréle (Wt/Acox1-/-), ##p < 0,01 vs traitement LPS
(Wt/Acox1-/-).

Figure 57 : Effets des flavonoides (QE, IR, RU) et des composés phénoliques (VA, SA, FA) sur
I’expression génique du géne du stress oxydant Sod1. Les cellules microgliales BV-2 Wt et Acox1™
ont été prétraitées pendant 3H avec différentes concentrations (30-100 pM) de flavonoides et
composés phénoliques puis stimulées avec du LPS (1pg/ml) pendant 24h. Apres avoir retiré le milieu,
les ARN totaux ont été isolés puis utilisés pour la rétrotranscription. Le niveau d'expression des
ARNmM du géne Sodl, a été déterminé par analyse qPCR. Les résultats sont représentatifs de trois
expériences indépendantes (**p <0,01 vs contréle (Wt/Acox1-/-), ##p < 0,01 vs traitement LPS
(Wt/Acox1™).

Figure 58: Effets des flavonoides (QE, IR, RU) ou des composés phénoliques (VA, SA, FA) sur
I’expression protéique du PE11B (26kDa). Les cellules microgliales BV-2 Wt et Acox1-/- ont été
prétraitées pendant 3H avec différentes concentrations (30 ou 100 pM) de flavonoides et de composés
phénoliques puis incubées avec du LPS (1pg/ml) pendant 24h. Apres une Lyse du culot cellulaire
dans un tampon de lyse RIPA, 30pg de P’extrait protéique cellulaire ont été séparées sur un gel
d’électrophorese SDS-PAGE de 14% puis transférées sur une membrane PVDF et analysées par
immunoblotting avec P’anticorps anti-Pex11b, Les résultats sont représentatifs d’une seule
expérience. Aprés quantification de I’intensité des bandes par densitométrie, les résultats de ont été
standardisés par ceux de I’a-tubuline et sont présentés sous forme de ratio par rapport au controle
Wit.

Figure 59: Effets des flavonoides (QE, IR, RU) et composés phénoliques (VA, SA, FA) sur I’expression
protéique de I’enzyme bifonctionnelle du peroxysome HSD17B4 (80kDa). Les cellules microgliales
BV-2 Wt et Acox1-/- ont été prétraitées pendant 3H avec différentes concentrations (30-100 nM) de
Flavonoides et composés phénoliques puis incubées avec du LPS (1ug/ml) pendant 24h flavonoides
dans un tampon de lyse RIPA, 30ug de D’extrait protéique cellulaire ont été séparées sur un gel
d’électrophorése SDS PAGE de 12% puis transférées sur une membrane PVDF et analysées par
immunoblotting avec I’anticorps Hsd17b4, Les résultats sont représentatifs d’une seule expérience.
Aprés quantification de ’intensité des bandes par densitométrie, les résultats de ont été standardisés
par ceux de I’a-tubuline et sont présentés sous forme de ratio par rapport au controle Wt.

Figure 60: Effets des flavonoides (QE, IR, RU) et de composés phénoliques (VA, SA, FA) sur
I’expression protéique de la Cathepsine B (38kDa). Les cellules microgliales BV-2 Wt et Acox1” ont
été prétraitées pendant 3H avec différentes concentrations (30-100 pM) de flavonoides ou de
composés phénoliques puis incubées avec du LPS (1pg/ml) pendant 24h. Aprés une Lyse du culot
cellulaire dans un tampon de lyse RIPA, 30ng de I’extrait protéique cellulaire ont été séparées sur un
gel d’électrophorése SDS PAGE de 12% puis transférées sur une membrane PVDF et analysées par
immunoblotting avec I’anticorps Cathepsine B, Les résultats sont représentatifs d’une seule et unique
expérience. Aprés quantification de I’intensité des bandes par densitométrie, les résultats de ont été
standardisés par ceux de I’a-tubuline et sont présentés sous forme de ratio par rapport au controle
Wit.

Figure 61: Effets des flavonoides (QE, IR, RU) et composés phénoliques (VA, SA, FA) sur ’expression
protéique de la Cathepsine K (28kDa). Les cellules microgliales BV-2 Wt et Acox1” ont été prétraitées
pendant 3H avec différentes concentrations (30-100 uM) de Flavonoides et composés phénoliques
puis incubées avec du LPS (1ug/ml) pendant 24h. Apreés une Lyse du culot cellulaire dans un tampon
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de lyse RIPA, 30ug de I’extrait protéique cellulaire ont été séparées sur un gel d’électrophorése SDS
PAGE de 12% puis transférées sur une membrane PVDF et analysées par immunoblotting avec
I’anticorps anti-Cathepsine K. Les résultats sont représentatifs d’une seule et unique expérience.
Aprés quantification de ’intensité des bandes par densitométrie, les résultats de ont été standardisés
par ceux de I’a-tubuline et sont présentés sous forme de ratio par rapport au contréle Wt.

Figure 62: Effets des flavonoides (QE, IR, RU) et de composés phénoliques (VA, SA, FA) sur
I’expression protéique de la NLRP3 (85kDa). Les cellules microgliales BV-2 Wt et Acox1-/- ont été
prétraitées pendant 3H avec différentes concentrations (30-100 pM) de flavonoides et de composés
phénoliques puis incubées avec du LPS (1ug/ml) pendant 24h. Aprés une Lyse du culot cellulaire
dans un tampon de lyse RIPA, 30ug de D’extrait protéique cellulaire ont été séparées sur un gel
d’électrophorése SDS PAGE de 12% puis transférées sur une membrane PVDF et analysées par
immunoblotting avec ’anticorps anti-Nlrp3, Les résultats sont représentatifs d’une seule et unique
expérience. Aprés quantification de I’intensité des bandes par densitométrie, les résultats de ont été
standardisés par ceux de I’a-tubuline et sont présentés sous forme de ratio par rapport au controle
Wt.

Figure 63 Effets des flavonoides (QE, IR, RU) sur I’expression protéique de IL1B (31kDa). Les
cellules microgliales BV-2 Wt et Acoxl-/- ont été prétraitées pendant 3H avec différentes
concentrations (30-100 pM) de flavonoides puis incubées avec du LPS (1png/ml) pendant 24h. Aprés
une Lyse du culot cellulaire dans un tampon de lyse RIPA, 30ug de ’extrait protéique cellulaire ont
été séparés sur un gel d’électrophorése SDS PAGE de 12% puis transférées sur une membrane PVDF
et analysées par immunoblotting avec ’anticorps anti-1l-1b, Les résultats sont représentatifs d’une
seule expérience. Aprés quantification de I’intensité des bandes par densitométrie, les résultats de ont
été standardisés par ceux de I’a-tubuline et sont présentés sous forme de ratio par rapport au controle
Wt.
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