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La déficience en Acyl-CoA oxydase 1 (ACOX1) est une leucodystrophie peroxysomale
rare et sévére associée a un déficit dans la p-oxydation des acides gras a trés long chaine. A
cause du réle clé de ce déficit peroxysomal microglial dans la physiopathogenése de la
déficience en ACOX1, nous avons utilise la lignée microgliale BV-2 comme modéle : (i) pour
évaluer les propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires des extraits de raquettes du cactus
Opuntia ficus-indica ; (ii) pour caractériser une nouvelle lignée BV-2 déficiente en ACOX1
générée récemment dans notre laboratoire par édition génique grace a la méthode CRISPR-
Cas9. Dans la premiere partie des travaux, les cellules BV-2, activées par exposition a quatre
sérotypes de lipopolysaccharides (LPS), montre un lien entre la structure du LPS et ’effet sur
la B-oxydation des acides gras et les enzymes antioxydantes dans le peroxysome : les LPS
dérivant d’Escherichia coli diminuent I’activit¢ ACOX1 alors que les LPS de Salmonella
minnesota réduisent ’activité catalase. Remarquablement, les différents extraits de cactus
stimulent ’activité catalase. Cet effet antioxydant est accompagné par un effet anti-
inflammatoire attesté par la réduction de la production LPS-dépendante d’oxyde nitrique dans
les BV-2. Nos résultats suggerent que les extraits de cactus auraient une activité
neuroprotectrice sur les cellules microgliales activees a travers 1’induction d’activités anti-
oxydantes peroxysomales et I’inhibition de la production de NO. Dans la deuxieme partie des
travaux, la caractérisation de la lignée BV-2 déficiente en ACOX1, portant des mutations
alléliques, confirme 1’absence de la protéine et de I’activité ACOX1. Bien que ces cellules aient
une croissance plus faible, elles ne montrent pas de modifications morphologiques détectables.
Par contre, I’activité catalase, due a 1’enzyme peroxysomale dégradant 1’HO, est augmentée.
Les études par fractionnement subcellulaire et par ultracentrifugation en gradient Nycodenz
révelent une modification de la densité et de la taille de peroxysomes. De plus, ces cellules
microgliales déficientes montrent une profonde modification de I’expression des genes liés a
I’inflammation (IL-1b, IL-4, TNF-a) et particuliérement 1’expression de la protéine
CCL2/MCP-1 impliquée dans la neuro-inflammation. Cette nouvelle lignée microgliale
déficiente en ACOX1 révelent les mémes dérégulations biochimiques que celles décrites chez
les patients déficients en ACOXI1 et représente donc un modele pour I’étude des conséquences
du déficit de la p -oxydation peroxysomale dans la microglie sur les fonctions peroxysomales,

le stress oxydatif, I’inflammation et les fonctions cellulaires.

Mots clés : Cactus — ACOX1- microglie - BV-2 — Stress oxydant - inflammation




Abstract




Acyl-CoA oxidase 1 (ACOX1) deficiency is a rare and severe peroxisomal leukodystrophy
associated with a very long-chain fatty acids p-oxidation defect. As peroxisomal defects in
microglia appear to be a key component of physiopathogenesis in ACOX1 deficiency, we used
the BV-2 microglial cell line as model: (i) to evaluate the antioxidant and anti-inflammatory
properties of Opuntia ficus-indica cactus cladode extracts; (ii) to characterize a new BV-2
ACOX1 deficient cell line recently generated in our laboratory by CRISPR/Cas9 gene editing.
In the first part of this work, the microglia activation, achieved by BV-2 cells exposition to four
structurally and biologically well-defined lipopolysaccharides (LPS) serotypes, exhibited a LPS
structure-related differential effect on fatty acid B-oxidation and antioxidant enzymes in
peroxisomes: LPS derived from Escherichia coli diminished ACOX1 activity while LPS from
Salmonella minnesota decreased catalase activity. Interestingly, microglial catalase activity
activation was obtained by different cactus extracts. This antioxidant effect was accompanied
by an anti-inflammatory effect revealed by the reduction of nitric oxide (NO) LPS-dependent
production. Our results suggest that cactus extracts may have a neuroprotective activity in
activated microglial cells through the induction of peroxisomal antioxidant activity and the
inhibition of NO production. In the second part, the characterization of the BV-2 ACOX1
deficient cell line, with allelic mutations, confirmed the absence of ACOX1 protein and
enzymatic activity. Although the mutant cells grew more slowly than control cells, they didn’t
show any discernible morphological changes. However, catalase activity, due to the
peroxisomal H.O»-degrading enzyme, was significantly enhanced. Subcellular fractionation
and ultracentrifugation on Nycodenz gradient studies revealed a relative modification in size
and density of peroxisomes in ACOX1-deficient cells. Besides this, ACOX1 deficient cells
show a profound modification of inflammatory gene expression (IL-1b, IL-4, TNF-a) and
particularly of CCL2/MCP-1 protein, which is involved in neuroinflammation. This new
Acox1-deficient cell line presents the same biochemical changes shown in the human ACOX1
deficiency and represents a promising model to decipher the consequences of a specific
microglial peroxisomal p-oxidation defect on peroxisomal functions, oxidative stress,

inflammation and cellular functions.

Keywords : Cactus- microglia - BV-2 - Oxidative stress — inflammation
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A

AADHAP-R : Acyl/Alkyl-dihydroxyacétone
phosphate réductase

ABC : « ATP-binding cassette »

ABCD1 : « ATP binding casette » de la sous famille
D

ACOX1 : Acyl-CoA oxydase 1

ADHAP-S : Alkyl-dihydroxyacétone phosphate
synthase

ADN : Acide désoxyribonucléique

ADNCc : ADN complémentaire

AGAT : Alanine/glyoxylate aminotransférase
AG : Acides Gras

AGLC : Acide gras a longue chaine

AGTLC : Acides Gras a Trés Longue Chaine

AGPI : Acide Gras Polyinsaturé

ALDP : « Adrenoleukodystrophy protein »
AMN : « Adult cerebral adrenomyeloneuropathy »
AMP : Adénosine monophosphate

AMPc : Adénosine monophosphate cyclique
AMPK : « Adénosine monophosphate-activated
protein kinase »

ANT : Adénine Nucléotide Translocase

ARNm : ARN messager

ATP : Adénosine triphosphate

B

BAAT : Bile acyl-CoA acyltransférase
BACS : Bile acid synthétase

BAT : Tissu adipeux brun

BCOX : « Branched Chain Oxidase »
BET : bromure d’éthidium

BSA : Albumine de sérum bovin

[

CCL :« Chemokine (C-C motif) ligand »
CDCA : Acide Chénodeoxycholique

CoA : Co-enzyme A

COX : Cytochrome Oxydase

CPT-l : Carnitine palmitoyl transférase |
CPT-Il : Carnitine palmitoyl transférase I
CRAT : Carnitine acétyltransférase

CRE : « CREB Response Element »

CREB :« cAMP response element Binding protein »
CROT : Carnitine octanoyltransférase

Ct :« Threshold cycle »

Cu-SOD : Superoxyde dismutase a cuivre
Cyt c : Cytochrome c

D

DAB : Di-Amino-benzidine

DHA : Acide Docohexaenoique

DHAP : Dihydroxyacétone phosphate

DHAP-AT : Dihydroxyacétone phosphate
acyltransférase

DHCA : Acide Dihydroxycholestanoique

DLP-1 : « Dynamin-Like Protein 1 »

DMEM :« Dulbecco’s modified Eagle medium »
DMSO :Diméthylsulfoxyde

Dnmp1l :« DRP-mediated peroxisomal fission »
D-PBE : D-peroxisomal bifunctional enzyme
DPBS : D-phosphate Buffer saline

DRP :« Dynamin-Related Protein »

DTNB : Acide 5, 5’ dithiobis 2-nitrobenzoique
DTT : Dithiothréitol

E

EC : Ester de cholestérol

EDT A : Acide éthyléne diamine tétraacétique
ER : « Estrogen receptor »

ERO : Especes Réactives de I'oxygene

F

FAD : Flavine adénine dinucléotide
Fis1 :« Mitochondrial fission 1 protein »
FMN : Flavine mononucleotide

G

GNPAT : Glycerone phosphate acyltransferase
GTP :Guanidine triphosphate

H

H20: :Peroxyde d’hydrogéne

HMG :« High mobility group »

HMGB :« High mobility group box »
HNF4a :« Hepatic nuclear factor 4 alpha »
HRP :« Horse Raddish Peroxidase »

HSP :« Heavy strand promotor »

HA: huile d’argane

HC: huile de colza

HO: huile d’olive

HGC : huile de graine de cactus

iNOS :« Inducible nitric oxide synthase »

K
Kb : kilobases

KCN : Cyanure de potassium
kDa : kilodalton

KO :« knock out »

L

L_CACS : Acyl-CoA synthétase a longue chaine




L-PBE :« L-peroxisomal Bifunctional Enzyme »
LTB4 : Leucotriénes B4

M

MAPL : « Mitochondria-anchored Protein ligase »
MDVs : Vésicules dérivés de la mitochondrie

MIM : Membrane Interne Mitochondriale

mPTS :« Membrane peroxisomal targeting signal »

N

NaCl : Chlorure de sodium

NAD : Nicotinamide adenine dinucleotide
NO :Monoxyde d’azote

NP40 : Nonidet P40

NRF :« Nuclear Respiratory Factor »

P

PKA : Protein Kinase A

PMP : Proteine membranaire peroxysomale
P-NALD : Pseudo-NeonatalAdrenoleukodystrophy
PP : proliférateurs de peroxysomes

PPARa :« Peroxisome Proliferator Activated Receptor a »

PRC: poudre de raquette de cactus
pTH1 :Peroxisome thiolase 1

PTS :« Peroxisomal Targetting Signal »
PVDF :« Polyvinyldiene fluoride »

PBD :« Peroxisomal biogenesis disorder »
PEPCK :Phosphoenolpyruvate carboxykinase
PEX :Peroxine

PGC: poudre de graine de cactus

PHYT : Acide phytanique

Q

gPCR : PCR quantitative

R

RE : Réticulum endoplasmique

S

SCP :« Sterol Carrier Protein »
SCPx : « Sterol Carrier protein x »
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l. Introduction

Les peroxysomes sont des organites de petite taille qui interviennent dans de
nombreuses voies métaboliques et participent au bon fonctionnement cellulaire dans
I’organisme gréace a leur contenu comprenant de nombreuses enzymes clés. A I’exemple de la
catalase, la plus connue des enzymes peroxysomales, qui a permis a de Duve de découvrir et
de définir le peroxysome comme un nouveau compartiment cellulaire. Cette enzyme assure la
décomposition de H2O. en H>O et O, dont la deficience ou tout défaut en cette enzyme
provoque un stress oxydatif. Cependant, d’autres enzymes que la catalase caractérisent
¢galement le peroxysome. Parmi les nombreuses oxydases peroxysomales, 1’Acyl-CoA
oxydase 1 (ACOX1) est une enzyme clé de la voie de la B-oxydation des acides gras a trés
longue chaine (AGTLC), assurant au niveau cellulaire la premiére étape limitante de cette voie
métabolique. La déficience en ACOX1 méne a une accumulation des AGTLC au niveau
plasmatique et tissulaire, une neuroinflammation et un stress oxydant provoquant ainsi le
développement d’une maladie neurodégénérative rare et sévere: la pseudo-
adrénoleucodystrophie néonatale (P-NALD). Les mécanismes de cette pathogenese restent a
¢lucider et actuellement il n’existe pas de traitement pour ce type de maladies

neurodégénératives peroxysomales.

Aujourd’hui, certains produits naturels occupent une place importante comme source de
micronutriments qui pourraient protéger ou ralentir les dysfonctionnements impliqués dans de
nombreuses maladies qu’elles soient neurodégénératives, cardiovasculaires, ou métaboliques.
De ce fait, de nombreuses recherches s’intéressent a la caractérisation de molécules naturelles
issues, entre autres, de 1’arganier (Argania spinosa) ou du cactus (Opuntia-ficus indica) et ayant
potentiellement des pouvoir antioxydants et anti-inflammatoires protecteurs vis-a-vis du stress

oxydant et de I’inflammation.

Depuis plusieurs années, les laboratoires de Biochimie et Neurosciences (a Settat) et
BioPeroxIL (a Dijon) ménent des recherches en étroite collaboration sur le cactus Opuntia-ficus
indica une plante caractérisée par sa capacité d’adaptation aux conditions climatiques arides et
semi-arides. Les études menées s’intéressent aux composés présents dans différentes parties de
cette plante (polyphénols, vitamines, acides gras polyinsaturés ...etc), pour mieux caractériser

ses propriétés bénéfiques pour la santé.
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e Dans ce travail de thése, le premier volet s’intéresse a I’évaluation des effets protecteurs
des extraits de la raquette de cactus - Opuntia ficus indica- in cellulo sur les fonctions
peroxysomales aprés une activation des cellules microgliales par les
lipopolysaccharides.

e Le second volet consiste a caractériser et a analyser un modele d’étude de la neuro-
inflammation développé au laboratoire BioPeroxIL. C’est une nouvelle lignée cellulaire

micorgliale BV-2 présentant une déficience en Acyl-CoA oxydase 1 peroxysomale.

Pour présenter ces deux volets, ce manuscrit de thése est organisé en cing chapitres

principaux :

e Un premier chapitre est consacré a une revue bibliographique ou sont decrits : les
peroxysomes ; leur voie de biogenése ; leurs fonctions biochimiques et métaboliques
(comme la voie de la B-oxydation) ; la déficience en ACOX1 et ses conséquences
pathologiques ; un apercu sur la relation entre les peroxysomes et les mitochondries.
Cette revue présente aussi le cactus Opuntia-ficus indica en présentant ses principales
caractéristiques physico-chimiques connues et ses effets bénéfiques pour la santé
rapportées dans la littérature.

e Un second chapitre dédié aux Materiels et Méthodes, decrit les différentes méthodes
experimentales utilisées pour la réalisation de ce travail et les conditions de leur
réalisation.

e Un troisiéme chapitre exposant les résultats obtenus a partir de 1’étude des effets
protecteurs des extraits de la raquette de cactus Opuntia-ficus indica sur les fonctions
peroxysomales des cellules BV-2 microgliales activées par des lipopolysaccharides.

e Unquatrieme chapitre vise a présenter les résultats de la caractérisation des cellules BV-
2 déficientes en Acyl-CoA oxydase 1 peroxysomale. Il s’agit de travaux obtenus a partir
d’une nouvelle lignée développée au laboratoire par Quentin Raas en utilisant la
méthode d’édition génique CRISPR/Cas9. Ce nouveau mode¢le vise a étudier le rdle de
la microglie dans développement de la neuroinflammation dans la déficience en
ACOX1.

e Un cinquiéme chapitre présente les résultats des analyses par centrifugation
différentielle et ultracentrifugation sur gradient Nycodenz pour la purification de
peroxysomes a partir cellules BV-2 sauvage ou déficiente en ACOX1. Une mise au

point du fractionnement des cellules microgliales BV-2 ainsi que 1’adaptation d’une




méthode de mesure de ’activité catalase en présence de Nycodenz sont présentées au
début de ce chapitre.
Ce travail de thése se termine par une partie consacrée a une discussion générale de

I’ensemble des résultats présentés, des conclusions et des perspectives de ces travaux.
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I[l.  Les peroxysomes
A.  Découverte

Les peroxysomes ont été décrits originellement, par microscopie électronique, et
appelés « microbodies » par Rhodin en 1954 en tant qu’organites cellulaires présents au niveau
des tubules proximaux des cellules rénales murines. Ces organites se présentent sous forme des
granules cytoplasmiques entourés d’une simple membrane contenant une matrice granulaire et
un noyau cristallin n’impliquant aucune fonction biochimique connue a 1’époque (Rhodin,

1954),

Par la suite, en 1956, 1’équipe de Rouiller décrivit la méme structure dans les
hépatocytes de rat (Rouiller et Bernhard,1956). En 1965, I’équipe de De Duve montrera dans
les sections de foie de rat que ces organites ou « microbodies » sont le siege de certaines
activités enzymatique impliquant la catalase, I’uricase ou la D-aminoacide oxydase (Baudhuin,
Beaufay, et de Duve , 1965). En 1966, apres avoir purifié pour la premiere fois ces microbodies
en utilisant des techniques de centrifugation difféerentielle et de gradient de densité, le terme
peroxysome fut inventé par Christian de Duve et Pierre Baudhuin qui ont obtenu différentes
fractions enrichies en lysosomes, en mitochondries et en peroxysomes (microbodies). Ainsi, ils
découvrirent la premiere fonction de cet organite capable de decomposer le peroxyde
d’hydrogéne (H202) en eau (H20) et en oxygene (O2) grace a I’activité catalase. Cette
découverte des lysosomes et des peroxysomes par De Duve et ses collaborateurs fut couronnée

par le prix Noble de médecine attribué a De Duve en 1974.

Le terme « glyoxysome » désigne aussi des peroxysomes spécialisés présents chez les
plantes dans les tissues de stockage des graines oléagineuses contenant les enzymes du cycle
du glyoxylate capable de convertir les acides gras en glucides nécessaires pour la germination
et la croissance des plantes. Ces glyoxysomes présents dans les tissus photosynthétiques

réalisent les principales réactions de la photosynthése (Tolbert et Essner,1981; Huang,1983).

Les peroxysomes, présents dans la plupart des cellules eucaryotes sauf dans les
érythrocytes et absents chez les procaryotes (Hruban et coll.,1972); sont des organelles
subcellulaires ubiquitaires, répondent instantanément aux signaux cellulaires en modifiant ainsi
leurs taille, leur nombre, leur morphologie et certaines de leurs fonctions. Les études ultra-
structurales ont montré que les peroxysomes se caractérisent morphologiquement comme des
particules avec un diamétre allant de 0,1 um a 1,5 um et ils sont délimités par une membrane

phospholipidique de 6 a 8 nm d’épaisseur, localisés a proximité du réseau vésiculaire du

( ]
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réticulum endoplasmique. Chez les rongeurs, les peroxysomes sont des organites dont le corps
dense aux électrons visualisés par microscopie électronique nommés « nucléoide » correspond
a I’urate oxydase (Afzelius,1965 ;Shnitka,1966). Cependant, dans certains types cellulaires
comme I’intestin et le cerveau, le peroxysome est dépourvu de nucléoide et sa taille ne dépasse

pas 0,35 um méritant ainsi le nom de microperoxysome (Novikoff et Novikoff, 1982).

La caractérisation des peroxysomes a été facilitée par la mise au point d’une technique
de coloration cytochimique en 1968 par 1’équipe de Novikoff et Goldfisher en utilisant la
diaminobenzadine (DAB) permettant dans un milieu & pH alcalin de visualiser ces organites sur
la base de I’activité peroxydasique de la catalase (Novikoff et Goldfischer, 1969). Ainsi,
Novikoff et son équipe ont observé un grand nombre de peroxysomes dans les tissus actifs dans
le métabolisme des lipides tels que le foie, la muqueuse intestinale et le tissu adipeux (Figure
1). Dans ces deux derniers tissus, les peroxysomes sont de petite taille et situés au voisinage des
goulettes lipidiques (Novikoff et Novikoff, 1982; Fahimi, 1968; Fahimi, 1969) Initialement, on
pensait que la fonction principale des peroxysomes était uniquement représentée par I’activité
de la catalase. Cependant, des études ultérieures ont montré que ces structures interviennent
dans de nombreuses voies métaboliques a savoir la dégradation des acides gras a trés longue
chaine via la voie de la B-oxydation peroxysomale, I’a-oxydation de 1’acide phytanique, la
participation a la synthese de certains lipides comme les esters des phospholipides, les

plasmalogenes et les acides biliaires (Schrader et Fahimi, 2008).
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Figure 1 : Visualisation des peroxysomes de Foie de rat par microscopie électronique.

L’image montre une partie d’'une cellule hépatique de foie de rat en (a). Les peroxysomes sont
indiqués (P) au voisinage des autres organites cellulaires comme: le noyau (N), le réticulum
endoplasmique (ER) et les mitochondries (M). D’aprés (Gabaldén, 2010). (b) image des peroxysomes
obtenue par microscopie électronique montre le marquage des peroxysomes hépatiques de Rat avec
la DAB (3,30 diamonobenzidine) mettant en évidence ['activité catalase au niveau des peroxysomes
présentés sous forme des particules noires. D aprés (Gondcaille et coll., 2005).

B. La Biogenéese du peroxysome

Les peroxysomes sont les principaux acteurs du métabolisme cellulaire et la clé de
certains processus physiologiques de tous les organismes vivants. Malgré deux décennies de
recherches sur le processus de biogenése des peroxysomes, 1’origine de ces organites reste
controversée (Dimitrov. et coll. 2013). Or, la réponse réside dans les processus biochimiques
qui entrainent leurs biogenéeses (Ma, Agrawal, et Coll., 2011). L’utilisation des levures et
d’autres types cellulaires d’origine humaine comme les fibroblastes ont aidé a mieux
comprendre la biogenése et la formation des peroxysomes. Décrire les étapes de biogenese ainsi
qu’identifier 1’origine de la membrane peroxysomale a pris plusieurs années de recherches afin
de les définir (Geuze et coll., 2003).

La voie de biogenese des peroxysomes avait €té toujours expliquée a travers deux
hypothéses : une premiére hypothese qui décrivait que les peroxysomes proliféreraient par
division des peroxysomes préexistants (Purdue & Lazarow, 2001; Lazarow & Fujiki, 1985), la
deuxiéme hypothése soutenait que ces organites avait pour origine le réticulum endoplasmique
(Geuze et coll., 2003; Titorenko, 2001). Actuellement, le consensus sur les mécanismes de la




biogenése des peroxysomes repose sur les deux processus, décrits dans les deux hypothéses
précédentes, contribuant concomitamment & la croissance et a la prolifération des peroxysomes
(Figure 2 (Ma et coll., 2011)).

' Y
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Poroxy.omo
Mature

Reticulum
endoplazmique

Vézicules Prolifération/ Division
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Figure 2: Les principales voies de la biogenese des peroxysomes et la contribution du RE dans ce

processus.

Dans la 1%¢ hypothése : les peroxysomes sont générés de maniére autonome a partir de la division et la
prolifération des peroxysomes préexistants. Dans la 2™ hypothése : le processus implique un bourgeonnement
du RE suivi de ['import des protéines matricielle peroxysomale pour former des peroxysomes matures et
Jfonctionnels. Schéma adaptée d’aprés (Lodhi & Semenkovich, 2014).

Comme cis-mentionné, la biogenese des peroxysomes s’appuyait sur les deux
hypotheses : I’hypothése de la croissance et la division des peroxysomes préexistants pour
génerer des peroxysomes néoformés ; qui a bénéficié du soutien de plusieurs études. Les
preuves expérimentales confirmeraient la deuxieme hypothese montrant que le réticulum
endoplasmique contribue a la biogenese des peroxysomes. Nombre de ces études ont été
réalisées chez la levure Saccaromyces cerevisiae (Hoepfner, et coll., 2005 ; Terlecky, Terlecky,
& Giordano, 2012) , qui a servi d’organisme modele pour étudier les protéines impliquées dans
I’élaboration de peroxysomes fonctionnels. (Elgersma & Tabak, 1996). Or, les mécanismes
identifiés chez les levures ne sont probablement pas comparables a ceux existants dans les

cellules humaines (Smith & Aitchison, 2009). Les premieres observations en microscopie




électronique laissent supposer que ces structures seraient issues du bourgeonnement du RE
(Tabak, et Coll., 2003). Ajouter a cela, la description par Faber et coll., de I’existence d’un
comportement vésiculaire pré-peroxysomale qui proviendrait de la membrane nucléaire (Faber,
et coll., 2002).

En 1964, I’équipe de Novikoff et Shin montrait déja par microscopie électronique dans
les cellules hépatiques du rat, que les peroxysomes se présentent a proximité du RE ( Novikoff
& Shin, 1964). Plus tard, d’autres études montraient également que les peroxysomes seraient
entourés du RE lisse et seraient en continuité avec celui-ci dans les cellules intestinales de porc
et les cellules hépatiques murines (Novikoff & Novikoff, 1972 ; Hora, et coll., 1990). Ces

premiéres observations confirmeraient donc la deuxiéme hypotheése.

Genéralement, le processus de la biogenése des peroxysomes implique des protéines
spécialisées appelées peroxines. Actuellement, on dénombre 32 peroxines dont au moins 23
peroxines interviennent dans la régulation de la biogenese des peroxysomes (Brown & Baker,
2008). Ces peroxines sont codées par les génes dites PEX. Chez I’Homme, une simple
déficience ou anomalie de certaines peroxines affectent la biogenése des peroxysomes et
provoques des maladies neurologiques tres severes classees dans la catégorie des désordres liés

a la biogenése du peroxysomes ou PBD « Peroxisome Biogenesis Disorders ».

Une partie des mécanismes impliqués dans la synthése des nouveaux peroxysomes a
partir de la division des peroxysomes déja existants implique trois peroxines qui ont été
caractérisees et identifiées et qui régulent ce phénomene : Pex11p, Pex25p et Pex27p. Alors

que les autres étapes n’ont pas été complétement decryptées (Figure 3 (Koch, et coll., 2004)).

Genéralement, chez la plupart des espéces étudiées, la peroxine Pex11p intervient dans
le remodelage de la membrane peroxysomale et entraine 1’élongation de celle-ci avant la fission
du peroxysome (Opalinski, et coll., 2011 ;Orth et coll., 2007) (Yoshida, et coll., 2015). Chez

les levures déficientes en Pex11p, chaque cellule contient un nombre limité des peroxysomes




de tres grande taille tandis que, une surexpression de Pex11lp aboutit & une prolifération

peroxysomale (Marshall et coll., 1995).
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Figure 3: Modéle globale du processus de la biogenése, la prolifération et la division des
peroxysomes.

Apres un Bourgeonnement a partir des RE, les pré-peroxysomes, contenant les peroxines précoces Pex3p-Pex16p
et Pex19p, importent des protéines membranaires peroxysomales via ces trois peroxines a partir du cytosol. La
Jformation d’un peroxysome mature implique Pex5p et Pex7p pour importer des protéines matricielles. Les trois
peroxines Pex1p, Pex25p et Pex27p sont les responsables d’un processus d’élongation et de constriction de ce
peroxysome. Il subit ensuite une fission sous l’action de la dynamine DRP1 et le complexe Fisl/Mff. Enfin, ces
nouveaux peroxysomes se séparent sous [’action de Pex28p et Pex29p. Schéma adapté d’aprés (Platta et coll.,
2007) (Waterham, Ferdinandusse, & Wanders, 2016).

C.  Fonctions métaboliques et biochimiques des peroxysomes

Les peroxysomes contiennent plus de 50 activités enzymatiques différentes et qui sont
essentielles aux différents stades de développement. Cependant, certaines de ces activités sont
catalysées par des enzymes également présentent dans d’autres compartiments cellulaires
(Wanders & Waterham, 2006a; van den Bosch, et coll., 1992). Les peroxysomes sont impliqués
a la fois dans les voies métaboliques cataboliques comme : I’a-oxydation et la f-oxydation des
acides gras ; et dans les voies anaboliques telles que : la biosynthese des acides biliaires et de

I’acide docosahexaenoique (DHA).

De plus, les peroxysomes sont fortement impliqués dans le métabolisme des especes
réactives de 1’oxygene ou de 1’azote couplé en partie a d’autres voies métaboliques

peroxysomales. (Wanders & Waterham, 2006a). Une des principales fonctions métaboliques




peroxysomales est le catabolisme des acides gras ou la f-oxydation peroxysomale des AGTLC

I’une des fonctions qui nous intéresse et qui sera présentée et discutée dans la partie suivante.

Chez la plupart des organismes, les acides gras contenant un groupe méthyl en position
3, y compris I’acide phytanique, nécessitent pour leur dégradation une a-oxydation qui se
déroule dans les peroxysomes. Ce processus implique ainsi un ensemble d’enzymes entrainant
un raccourcissement de la chaine d’un carbone pour produire un acide gras méthylé en position
2 et qui subit par la suite une dégradation par la voie de B-oxydation peroxysomale (Figure 4).
(Van Veldhoven, 2010; Wanders, et coll, 2011)

L’a-oxydation des acides gras implique un mécanisme en 5 étapes qui comprend :

1- L’activation d’un acide gras en un acyl-CoA

2- L’hydroxylation de I’acyl-CoA en 2-hydroxyl-CoA

3- Le clivage du 2-hydroxyl-CoA en un (Cn.1) aldehyde plus une
molécule de formyl-CoA

4- L’oxydation de 1’aldéhyde en acide carboxylique correspondant

5- La formation d’un ester d’acyl-CoA

Bien que le processus enzymatique impliqué dans 1’a-oxydation ait été décrit
récemment, 1’identification de certaines enzymes de cette voie reste encore a élucider. (Van

Veldhoven, 2010)
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Figure 4: schéma de la voie de I’ a -oxydation de I'acide phytanique chez les mammiféres.
Schéma adapté d’apres (Wanders & Waterham, 2006b).

Les peroxysomes jouent un réle crucial dans le métabolisme du glyoxylate produit
principalement dans le foie humain. Cela est di au fait que I’enzyme impliqué dans ce
métabolisme qui est I’alanine glyoxylate aminotranférase exprimée au niveau hépatique et

rénale (a plus faible niveau) (Salido, et coll., 2012).

Les éthers phospholipides sont connus par leurs roles dans 1’intégrité de la membrane
plasmique. Les plasmalogenes représentent un sous-groupe des éthers phospholipides
caractérisées par le groupement vinyl-éther insaturé positionné en sn-1 du squelette glycérol au

lieu de la liaison ester a cette méme position dans les autres glycérophospholipides.

Les peroxysomes jouent un rdle primordial dans la synthese des éther-phospholipides,

les deux premiéres réactions sont exclusivement peroxysomales.

La premiére étape de la biosynthése des plasmalogénes se fait a partir du
dihydroxyacétone phosphate (DHAP) et un acyl-CoA a longue chaine catalysé par la DHAP

acyltransférase peroxysomale produisant un 1-acyl-DHAP (Figure 5). Ensuite, ’acyl gras en sn-




1du acyl DHAP est remplacé par un alcool gras a long chaine par ’alkyl-dihydroxyacétone
phosphate synthase ADHAPS peroxysomale donnant un 1-alkyl-DHAP (Brites, Waterham, &
Wanders, 2004).

DHAPAT et ADHAPS forment un complexe lié & la face interne de la membrane
peroxysomale. Les produits finaux de la réaction ADHAPS c’est-a-dire 1’alkyl-DHAP, sont
convertis en alkylglycérole-3P soit dans les peroxysomes soit sur la membrane du RE par une
réductase. Toutes les réactions ultérieures de la biosynthése des plasmalogenes sont catalysées
par des enzymes du RE. (Wanders & Waterham, 2006a; Braverman & Moser, 2012; Buchert et

coll., 2014).
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Figure 5: Schéma des différentes étapes de la voie de biosynthése des plasmalogénes et implication

des peroxysomes et du Réticulum endoplasmiques.
Schéma adapté d’aprés (Brites et coll., 2004).




Les peroxysomes jouent un rdle primordial dans la biosynthése de [’acide
docosahexaénoique (DHA : C22 :6n-3), le membre le plus important dans la famille des acides

gras polyinsaturé de la famille des omégas-3.

Le processus de biosynthése commence par la [p-oxydation de [Dacide
tétracosahexaénoique (C24 :6n-3) produit par des réactions successives d’élongation et de

désaturation & partir de I’acide linoléique (C18 :3n-3) (Figure 6).

Ce dernier, subit une désaturation et élongation au niveau du RE afin de genérer le
C24 :6n-3 ; lui-méme transporté vers les peroxysomes pour étre écourté de 2 atomes de carbone
et donner le DHA. Cette derniere étape de la biosynthése du DHA est catalysée par les enzymes
de la voie de B-oxydation peroxysomale. (Wanders, et coll., 2010 ;VVan Veldhoven, 2010 ;
Ferdinandusse et coll., 2001).
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€24:5 (A7,10,13,16 19) ﬁ C24:6 (N4,7,10,13,16 19)

Figure 6: Schéma récapitulatif des étapes de la synthése de I'acide docosahexaénoique
(DHA,C22:6).
Schéma adapté d’aprés (Pencreac’h et coll., 2004).




Les éicosanoides constituent une grande famille de dérivés d’oxydation des acides gras
polyinsaturés ayant 20 atomes de carbones, comme 1’acide arachidonique. Ces éicosanoides
sont des médiateurs de la signalisation cellulaire, connus pour leur réle dans la régulation du

métabolisme cellulaires, et ils sont considérés comme des hormones.

On distingue deux grandes familles des éicosanoides : les prostanoides qui comprennent les
prostaglandines et les thromboxanes et une deuxieme famille des leucotrienes comprennent les
LTB4, synthétisé par les leucocytes et les macrophages (Mayatepek et coll., 1993). Le LTB4
est d’abord transformé en w-carboxyle-LTE4 par la voie de w-oxydation microsomiale. Ensuite,
ce produit est dégradé par la B-oxydation peroxysomale en m-carboxyle-tétranor-LTE 3 et enfin,

ce dernier est éliminé par les voies biliaire et urinaire. (Ferdinandusse,et coll., 2002)

D. La p-oxydation peroxysomale des acides gras a trés longue
chaine AGTLC

Les peroxysomes jouent un réle important pour le maintien de I’homéostasie cellulaire
par les nombreuses fonctions qu’ils assurent. Parmi lesquelles figure la f-oxydation des acides
gras. Chez tous la plupart des organismes, la f-oxydation des acides gras se déroule au niveau
mitochondrial. Cependant, chez les mammiferes, 20% de ce processus sont assurés par les
peroxysomes (Poirier, et coll., 2006). Depuis la mise en évidence de la f-oxydation par 1’équipe
de De Duve en 1976, de nombreuses avancées ont été réalisées pour la compréhension des

mécanismes impliques dans ce processus oxydatif (Lazarow & De Duve, 1976).

La mitochondrie et le peroxysome jouent chacun un réle fonctionnellement différent
avec une grande complémentarité dans les cellules eucaryotes. En particulier, les peroxysomes
permettent 1’oxydation des acides gras que les mitochondries ne peuvent pas prendre en charge
comme les AGTLC a I’exemple de I’acide lignocérique (C24 :0) et I’acide cérotique (C26 :0).
Le systeme de -oxydation peroxysomale métabolise les AGTLC mais également les acides
dicarboxyliques a longue chaine, les éicosanoides, les précurseurs des acides biliaires et certains
dérivés des xénobiotiques ( Wanders & Waterham, 2006a; Reddy & Mannaerts, 1994). Les
AGTLC subissent plusieurs cycles de la 3-oxydation, chaque cycle comprend 4 étapes menant
a un raccourcissement de la chaine de 2 atomes de carbones avec une libération d’une molécule
d’acétyl-CoA.




Il faut noter que les AG a courte chaine (C<6), a chaine moyenne (6<C<12) et a longue
chaine (12<C<22) sont principalement oxydés dans la mitochondrie tandis que les AGTLC
(C>22) saturés ou insaturés sont métabolisés exclusivement dans les peroxysomes (Chu et coll.,
1995). Les ¢études ont montré que la B-oxydation peroxysomale ne prend pas en charge les
acides gras a 8 atomes de carbone et ils sont donc exportés vers la mitochondrie pour subir une
B-oxydation compléte. (Reddy & Hashimoto, 2001)

La B-oxydation peroxysomale des AGTLC nécessite, aprés leur activation, le transfert
des AGTLC du cytosol vers le peroxysome. La réaction d’activation consiste en la

transformation des AGTLC en acyl-CoA et elle est catalysée par une acyl-CoA synthétase.

Une fois activé, ’acyl-CoA est transporté vers le peroxysome via les transporteurs ABC
(ATP Binding cassette) de la famille D afin de rejoindre la matrice peroxysomale (Morita &
Imanaka, 2012; Kemp, Berger, & Aubourg, 2012). Trois transporteurs ABCD assurent chacun
cette translocation grace a la fixation et I’hydrolyse d’une molécule I’ATP (Roermund, et coll.,
2011; Rottensteiner & Theodoulou, 2006). Chez I’Homme, il existe 3 types des transporteurs
membranaires peroxysomaux : ABCD1 (ALDP : Adrénoleucodystrophie Protein), ABCD?2 et
ABCD3 (PMP70) ; qui ont été considérés comme indispensables pour ce transfert des AGTLC
(Rottensteiner & Theodoulou, 2006).Le mécanisme de la B-oxydation peroxysomale des
AGTLC implique la méme série des réactions que la B-oxydation mitochondriale ; réactions
catalysées par 3 enzymes : 1’acyl-CoA oxydase 1, 1’enzyme bifonctionnelle et les thiolases
(Figure 7).
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Figure 7: Schéma générale de la voie de la p -oxydation peroxysomale chez I'Homme.

L’acyl —CoA est écourté de deux atomes des carbones gréace a la présence de 4 enzymes : la famille des ACOXs
catalysent la réaction de o, - déshydrogénation, I’enzyme Bifonctionnelle (L-PBE/D-PBE) catalysent la deuxieme
et la troisiéme réactions de cette voie, enfin, les thiolases (SPCx et pTH1) nécessaires pour le clivage thiolytique
de ['acyl-CoA. L’acyl-CoA (Cn.2) repasse dans le cycle de la f-oxydation ou quitte le peroxysome vers la
mitochondrie pour sa dégradation compléte. Schéma adapté d’aprés (Wanders & Waterham, 2006b).

La 1°"® réaction de ce processus est la déshydrogénation d’acyl-CoA catalysée par I’acyl-
CoA oxydase 1, enzyme clé de cette voie de degradation. La réaction consiste en la
transformation de 1’acyl-CoA en 2 trans-enoyl-CoA. Dans cette réaction, les électrons de FAD
sont directement transférés vers 1’oxygéne moléculaire générant un peroxyde d’hydrogene. Le
H>O> produit au cours de cette réaction sera neutralisé par la suite grace a I’activité de la

catalase.

Ensuite, le 2 trans-énoyl-CoA sera hydraté en 3-hydroxyacyl-CoA, avec 2
configurations L ou D, via respectivement 1’une des deux protéines Bifonctionnelles : L-PBE
ou D-PBE qui catalysent également la 3°™ réaction de déshydrogénation (réaction d’oxydo-

réduction) permettant la conversion du (D/L)-3hydroxyacyl-CoA en 3-cétoacyl-CoA.




La derniere étape de cette voie consiste a cliver le 3-cétoacyl-CoA par des thiolases
peroxysomale afin de libérer une molécule d’acétyl-CoA un acyl-CoA raccourci de 2 atomes
de carbones.

Le produit final de la B-oxydation peroxysomale, I’octanoyl-CoA (Cs), est transformé
en octanoylcarnitine avant de quitter le peroxysome grace a la carnitine octanoyl-transférase
peroxysomale pour terminer son cycle de B-oxydation au niveau de la mitochondrie. Les acétyl-
CoAs seraient ensuite convertis en ester de carnitine par la carnitine acétyl-transférase
peroxysomale, leur permettant ainsi d’étre ensuite exportés du peroxysome vers la
mitochondrie pour étre utilisés dans le cycle de Krebs Contrairement a la [B-oxydation
mitochondriale qui est directement couplée a la production d’ATP, I’énergie issue des réactions
de la B-oxydation peroxysomale des acides gras est dissipée sous forme de chaleur (Wanders
& Waterham, 2006a).
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Figure 8: Schéma des principales voies métaboliques assurées par les peroxysomes.

Ce schéma représente (1) les principales enzymes impliquées dans la voie de f-oxydation peroxysomale des acides
gras qui métabolise différents substrats : les acides gras a trés longue chaine (AGTLC), acides dicarboxyliques
(DCA) et de I'acide pristanique, qui sont importés dans les peroxysomes par les différents transporteurs de la
famille ABCD. (2) l'a-oxydation de I'acide phytanique. (3) Les enzymes impliquées dans la synthése des
plasmalogénes. (4) Les enzymes impliquées dans la synthese des acides biliaires. (5) L'enzyme peroxysomale
impliquée dans la détoxication du glyoxylate et (6) la catalase nécessaire a la dégradation de I'H,O,. Schéma

adapté d’apres (Waterham et coll., 2016).




E.  Apergu générale sur les enzymes impliquées dans la voie de la -

oxydation peroxysomale

Il existe plusieurs acyl-CoA oxydases désignées difféeremment selon les espéces. Chez
les rongeurs, rat et souris, I’ACOX1 correspondant la palmitoyl-CoA oxydase, ’ACOX2 a la
cholestanoyl-CoA oxydase 1 et ’ACOX3 a la pristanoyl-CoA oxydase. De plus, les deux
isoformes issues de 1’épissage alternatif de I’exon 3a et 3b du géne codant pour I’ ACOX1 sont
désignées ACO-I et ACO-II.

L’acyl CoA oxydase 1 (ACOX1) est ’enzyme qui catalyse I’étape initiale et limitante
de la voie de la B-oxydation peroxysomale. C’est une flavoenzyme homodimérique (Inestrosa,et
coll., 1979), composée de deux chaines polypeptidiques distinctes et chaque sous unités
contient une molécule de la flavine adénine dinucléotide (FAD) liée de maniére non covalente
au polypeptide. ACOX1 appartient a la méme famille que les acyl-CoA déshydrogénases
mitochondriales. L’absence de I’activitét ACOX1 est associée a une maladie peroxysomale

sévere la pseudo-adrenoleucodystrophie néonatale (PNALD). (Bhaumik, et coll., 2005)

Chez ’Homme, les acyl-CoA oxydases sont nommées ACOX1 et ACOX2, avec
I’ACOX1 qui est présente en 2 isoformes : ACOXla et ACOX1b résultant d’un épissage
alternatif des exons 3a et 3b a partir du méme pré-ARNm (Setoyama, et coll., 1995). Parmi
toutes ces ACOXs, seule I’ACOX1 est inductible par les proliférateurs de peroxysomes chez
les rongeurs. Chez I’Homme, le géne ACOXL1 est localisé au niveau du chromosome 17 sur le
bras court au niveau du locus 25 (Varanasi et coll., 1994) . C’est un géne qui s’étend sur 33 Kb

avec 15 exons dont 2 exons 3a et 3b et 14 introns.

Différentes études ont montré I’existence de substrats spécifiques a chague membre de
ces ACOXs :

ACOX1: prend en charge les ester-CoAs linéaires des AGTLC, des xénobiotiques, des

éicosanoides et des acides dicarboxyliques. (Osumi, et coll., 1980; Vamecq & Draye, 1989)

ACOX2 : réagit avec les intermédiaires des acides biliaires : THCA et DHCA (Casteels, et coll.,
1990; Van Veldhoven, et coll., 1992).

ACOXa3 : réagit avec les AG ramifiés, acyl-CoA linéaire a longue chaine (Wanders & Tager,
1998).




Les études menées par Chu et ses collaborateurs ont montré, suite a I’expression de
I’ACOX1 humaine dans des cellules d’insecte Spodoptera frugiperda, des activités maximales
vis-a-vis des AG saturé a longue chaine allant de C12 jusqu’a C18 mais sans aucune précision
sur la nature de I’isoforme concernée (Chu et coll., 1995). En 2007, une étude réalisée dans
notre laboratoire a montré une activité optimale de chaque isoformes vis-a-vis du lauroyl-CoA
(C12:0). Les activités de ’ACOX1a sont extrémement faibles vis-a-vis des AGTLC alors que
I’ACOX1b montre une activité vis-a-vis d’un plus large panel de substrats par rapport a
I’ACOX1b (Oaxaca-Castillo et coll., 2007).

Deux enzymes bifonctionnelles distinctes sont présentes au niveau du
peroxysome catalysant la 2°™ et la 3°™ réactions de la p-oxydation peroxysomale : la L-PBE
spécifique de 1’énantiomére L et D-PBE spécifique de 1’énantiomére D du 3-hydroxyacyl-CoA.
La L-PBE est une protéine de 79 KDa inductible par les proliférateurs de peroxysome, la D-
PBE est une proteine de 77 KDa (Caira, et coll., 1995; Mori, et coll., 1991; Mdller et coll.,
1999). Les deux enzymes prennent en charge les énoyl-CoAs avec une chaine linéaire, tandis
que la D-PBE prend en charge aussi bien 1’énoyl-CoA de 1’acide pristanique et les
intermédiaires des acides biliaires. (Caira et coll., 1998; Dieuaide-Noubhani, et coll., 1997;
Dieuaide-Noubhani et coll., 1996; Jiang, et coll., 1997; Qin et coll., 1997).

Les thiolases sont des enzymes responsables de la derniére étape de la B-oxydation
peroxysomale des AGTLC responsable du clivage du 3-cétoacyl-CoA avec la libération d’un

acyl-CoA écourté de 2 atomes de carbones et d’un acétyl-CoA.
Chez I’Homme, deux thiolases existent :

pTHL : est une protéine de 41 KDa spécifique de 3-cétoacyl-CoA a chaine linéaire et inductible

par les proliférateurs de peroxysome (Hashimoto, 1996).

pTH2 : dite aussi SCPx, est une protéine de 58 KDa spécifique de 3-cétoacyl-CoA a chaine
linéaire ramifiée, du THCA et du DHCA et non-inductible par les proliférateurs de peroxysome.
(Busquets et coll., 1998)




F.  Les pathologies liées aux fonctions peroxysomales

Les peroxysomes sont des organites d’une grande importance au sein de la machinerie

cellulaire. Ils sont indispensables pour le maintien d’une vie normale.

Les fonctions qu’ils les assurent telles que : la B-oxydation des AGTLC, 1’a-oxydation
et la biosynthese des plasmalogénes et les intermédiaires des acides biliaires leur conférent des

propriétés uniques qui soulignent le role essentiel de cet organite cellulaire.

Ce réle est révélé par les défauts de formation des peroxysomes ou par 1’altération de
ses fonctions enzymatiques et biochimiques générant de nombreuses pathologies. Ces maladies
pouvant étre classées en 2 classes principales en fonction de la déficience associée (Tableau 1 et

Tableau 2) on distingue ainsi :

e Les pathologies liées aux déficiences enzymatiques peroxysomales.

e Les pathologies liees aux troubles de la biogenése des peroxysomes.




Tableau 1: Classification des principales maladies et altérations peroxysomales.
Tableau adapté d’apres (Ronald J. A. Wanders, 2013) (Astudillo, Sabourdy, Touati, & Levade, 2016).

Type de Mode de Géne(s)
la Nom de la maladie | Abréviation | MIM | transmis muté(s) Fonction de la protéine en cause
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Maladie de ARD/ 266500 PHYH/ Hydroxylation de l'acide
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Tableau 2: Altération des paramétres du bilan Biologique peroxysomales.

Le tableau montre les conséquences touchant certaines paramétres biologiques. Abréviations : N : taux normale ;

~

: taux augmente ; N- :taux normal a augmenté; **** : taux pas augmenté chez tous les patients ; \ taux
diminué. A noter que les parametres présentés dans ce tableau sont normaux chez les patients atteints de
I’hyperoxalurie et 1’ Acatalasémie. D’aprés (Astudillo et coll., 2016).

Parameétres , . R L . iz
. . Défauts de la Biogenése des peroxysomes Défauts isolés
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DHCA et THCA - N o N N N
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Ce sont des maladies causées par

peroxysomale, on distingue :

I’altération de la fonction d’une protéine/enzyme

Maladies de la B-oxydation peroxysomale des acides gras

Maladies de 1’a-oxydation peroxysomale des acides gras

Maladies du métabolisme peroxysomal du glyoxylate

Maladies de la biosynthése des éthers phospholipidiques

Maladies de la synthése des acides biliaires




a) Maladies de la f-oxydation peroxysomale des acides gras
@ Adrénoleucodystrophie lié¢ a I’X (X-ALD)
L’X-ALD est causée par des mutations du géne ABCD1 codant pour le transporteur

ABC (ATP Binding Cassette) de la famille D qui prend en charge I’import des acyl-CoA des

AGTLC au niveau du peroxysome. L’X-ALD est la maladie peroxysomale la plus fréquente

dont la prévalence est de 1 pour 17000 naissances. Elle est liée a 1’X touchant donc

principalement les hommes, bien que les femmes développent des symptdémes cliniques (Kemp
et coll., 2012; Engelen, et coll., 2014; Engelen, et coll., 2014).

Les patients X-ALD expriment une protéine ABCD1 non fonctionnelle, ne pouvant pas

importer les AGTLC et permettre leur oxydation par la suite dans le peroxysome. Ceci se traduit

par 1’augmentation du taux des AGTLC au niveau plasmatique (Ofman et coll., 2010;

Schackmann, et coll., 2015). Deux phénotypes principaux de 1’X-ALD sont décrits :

1-

La forme cérébrale démyélinisante (dite adrénoleucodystrophie) : c¢’est la forme la plus
fréequente chez les enfants en bas age entre 5 et 12 ans mais qui peut toucher 35% des
adultes (Engelen et coll., 2012; Kemp et coll., 2012). Cette forme de I’X-ALD est
associée a une inflammation de la substance blanche cérébrale avec une insuffisance
corticosurrénale et une atteinte neurologique. Les patients atteints de cette maladie
présentent des troubles de comportement en rapport avec ’attention et les émotions.
Chez 80% des patients les lésions démyélinisantes touchent la substance blanche des
lobes frontaux, avec une atrophie corticale et le développement d’une neuro-
inflammation ( Poll-The & Gartner, 2012).

La forme limitée a la moelle épiniéere (dite adrénomyeéloneuropathie ou AMN) : C’est la
forme la plus fréquente chez I’adulte dont les symptomes apparaissent entre 1’age de 20
a 50 ans. Les patients atteints de I’AMN ont des troubles d’équilibre, avec une atteinte
cérébrale démyeélinisante caractérisée par une neuropathie périphérique et cérébrale et
le développement des troubles de la mobilité et de la parole. Elle s’accompagne d’une
insuffisance corticosurrénale (Poll-The & Gartner, 2012). Les femmes porteuses
peuvent développer une myélopathie progressive et une neuropathie périphérique mais

a un age plus avancé que les hommes (Engelen, et coll., 2014).

L’X-ALD reste I’une des rares maladies pour laguelle une thérapie est disponible a

savoir une greffe allogénique des cellules souches hématopoiétiques a un stade précoce qui




prévient la progression de la maladie tandis que cette approche n’est pas valable chez les
patients atteints de I’AMN (Cartier et coll., 2009) .

2 Déficience en acyl-CoA oxydase 1

La déficience en ACOX1 (OMIM #264470) anciennement appelée pseudo-
adrénoleucodystrophie néonatale est 1’un des plus rares déficits peroxysomaux avec seulement
30 patients identifiés et décrits dans le monde (Carrozzo et coll., 2008). Elle est provoquée par
des mutations du géne ACOX1 codant pour acyl-CoA oxydase peroxysomale. ACOX1 étant
impliqué dans le processus de la B-oxydation des AGTLC linéaires. Cette déficience provoque
une augmentation des taux des AGTLC dans le plasma, les cellules et les tissus avec une
diminution du nombre des peroxysomes fonctionnels dans les tissus. Les patients atteints de
cette déficience presentent des symptomes cliniques variable, allant de 1’apparition d’une
hypotonie musculaire néonatale, des lésions de la substance blanche, une hépatomégalie avec
une perte neurosensorielle et une insuffisance renales (Ferdinandusse et coll., 2007; Wanders,
et coll., 1993; Ferdinandusse et coll., 2010).

(3) Déficience en enzyme D-bifonctionnelle

La deficience en proteine D-bifonctionnelle (OMIM #261515) est causée par des
mutations du géne HSD17B4 codant pour la 17-B-estradiol déshydrogénase, 1’enzyme qui
catalyse la 2°™ et la 3°™ réactions de p-oxydation (Wanders,et coll., 1992). Un défaut de la D-
PBE provoque une augmentation du taux des AGTLC, I’acide pristanique et des acides biliaires
au niveau plasmatique (McMillan et coll., 2012). Cette déficience provoque une maladie
autosomique recessive sévere et la plupart des patients décedent avant 1’age de 2 ans. Ces
patients presentent cliniqguement un retard psychomoteur, une dysmorphie carniofaciale, des
troubles visuels avec une démyélinisation cérébrale (Ferdinandusse et coll., 2006; Lines et
coll., 2014). Récemment, plusieurs patients adultes ont été identifiés grace au séquencage

complet des exons codant pour cette enzyme (Lines et coll., 2014; Lieber et coll., 2014).

4) Déficit des activités thiolases
Une mutation au niveau du gene SCP2 (MIM #613724) qui code pour I’'une des thiolases
qui catalysent la derniere réaction de la B-oxydation peroxysomale. Une déficience de ces
thiolases contribue a la présence des taux élevés de I’acide pristanique et des acides biliaires
dans le plasma, sans variation du taux des AGTLC linéaires. Un seul patient a été décrit avec
cette déficience apparu tardivement. Cette déficience se traduit par une encéphalopathie et

neuropathie motrice et périphérique (Ferdinandusse et coll., 2006).




G.  Conséquences physiopathologiques de la déficience en Acyl-CoA

oxydase 1

L’histoire de la P-NALD remonte a 1988 quand Poll-The et ses collaborateurs ont décrit
pour la premiére fois cette maladie chez deux patients: frére et sceur nés des parents
consanguins souffrant d’hypotonie musculaire, de retards mental et psychomoteur ainsi que des
troubles de la vision et de 1’ouie. Généralement, les patients décédent vers I’age de 5 ans. Chez
ces patients une délétion d’environ 17Kb du gene ACOX1 a été demontrée par analyse d’ADN
génomique en Southern blot ( Poll-The et coll., 1988).

Une étude réalisée par 1’équipe de Suziki en 2002 chez trois patients japonais présentant
cette déficience a permis d’identifier, aprés des analyses moléculaires, deux nouvelles
mutations faux sens : Met278Val et Gly178Cys (Suzuki et coll., 2002). Les mutations détectées
chez les patients qui ont été décrits au niveau de I’ACOX1 affectent généralement le site de
liaison de I’ACOX1 avec son Cofacteur FAD ou bien des délétions portant sur de large partie
du gene (Funato et coll., 2006). Des études au niveau cérébral chez les patients déficients en
ACOX1 montreraient une réduction du nombre de neurones et une atrophie cérébrale sans
démyélinisation. De plus, la présence de calculs rénaux d’oxalate de calcium pourrait étre a

I’origine d’une insuffisance surrénalienne (Poll-The et coll., 2004).

Une autre étude menée par Carrozo et son équipe sur un enfant présentant un déficit en
ACOX1 a identifié une délétion homozygote de 15,5Kb dans ce gene. Né de parents italiens
consanguins, ce patient montrait un phénotype sévere avec une absence de développement de
la motricité, des crises épileptiques, une tétraplégie spastique, un retard mental sévere et une

atrophie optique (Carrozzo et coll., 2008).

Jusqu’en 2008, tous les patients décrits atteints de la déficience en ACOX1, avec
différentes mutations au niveau du géne de ’ACOXI, présentent une symptomatologie
commune : une démyélinisation de la matiére blanche cérébrale avec une accumulation des
AGTLC C26 :0 dans le plasma et les tissus avec un rapport de C26:0/C22 :0 ou C24:0/C22:0
trés éleve. Ces patients montraient des pertes progressives des fonctions motrices a partir de 28
mois en moyenne et 1’age moyen de déces était de 5 ans avec une patiente qui a survécu jusqu’a
I’age de 19 ans. Cette maladie peut survenir également a tout &ge, rester stable ou étre

progressive (Barth et coll., 2004).




Le rdle biologique du systéeme de B-oxydation peroxysomal des AGTLC a été étudié
chez les souris Acox1-/- qui ne présentent pas 1’expression de la protéine ACOX1. Ces souris
sont viables avec un retard de croissance et une stérilité (infertilité), mais ne présentent pas
d’atteinte cérébrale. Les souris Acox1-/- montrent une accumulation des AGTLC dans le

plasma, résultat a la fois d’une synthese accrue une dégradation altérée (Fan et coll., 1996) .

Les études menées chez les souris Acox1” ont montré qu’au cours des trois premiers
mois, ces souris présentent au niveau hépatique une prolifération des peroxysomes avec des
taux éleves des ARNms des génes codants la thiolase ou 1’enzyme Bifonctionnelle. Tandis
qu’au cours du 3°™ et 4°™ mois, ces souris présentent une grave métamorphose graisseuse au
niveau des hépatocytes avec peu ou pas de peroxysomes. Une steatose hepatique sévere avec
une régénération hépatocellulaire a été observée chez les souris agées de 5 mois. Au cours du
6™ et 7™ mois de vie, les hépatocytes sont remplacées par des cellules stéatosiques avec une
prolifération spontanée des peroxysomes (Fan et coll., 1996). Ces souris développent des
adénomes et des carcinomes hépatiques en raison de I’activation prolongée du PPARa. Cette
hyperactivation du PPARa augmente la sévérité de stéatoses hépatiques (Hashimoto et coll.,
1999; Fan et coll., 1998).

D’autres études ont montré également que les souris déficientes en Acox1-/- présentent
une accumulation des AGTLC (C24:0) et (C26:0), une stéatohépatite avec une augmentation
des taux hépatiques de H>O, et une régénération hépatocellulaire accompagnée d’une
prolifération massive des peroxysomes. Ceci déclenche un stress du RE et un

dysfonctionnement métabolique de ce compartiment cellulaire (Huang et coll., 2011).

H. Déficience en ACOX1 et inflammation

Les deux maladies neurodégénératives peroxysomales déficience en ACOX1 et X-ALD
se caractérisent par 1’accumulation des AGTLC (C24:0 et C26:0) dans le plasma et dans les
tissus. La démyelinisation de la matiere blanche cérébrale au niveau du systéme nerveux
centrale est un processus qui se développe dans les deux maladies. Actuellement, les
mécanismes de la pathogenese de ces leucodystrophies peroxysomales associent une
accumulation importante d’ AGTLC avec un processus plus ou moins rapide de démyélinisation
menant a des retards du développement. Plusieurs travaux ont permis d’éclaircir ce processus
qui est caractérisé par une infiltration majeure de lymphocytes TCD8", de lymphocytes B et des

macrophages vers des zones de démyélinisation suite a la rupture de la barriéere hémato-




méningée. Powers et ses collaborateurs ont mis en évidence la présence de macrophages et des
astrocytes dans les zones actives de démyeélinisation ainsi que les lymphocytes T présents
autours des vaisseaux a I’intérieure de la zone de la démyélinisation (Powers, et coll., 1992).
D’autres études suggeérent que 1’accumulation des AGTLC stimule les astrocytes et les
macrophages qui secréteraient du TNFa et des cytokines conduisant a la destruction de la

myéline par les lymphocytes T et B (Ito et coll., 2001).

Les travaux menés par McGuiness et ses collaborateurs et 1’équipe de Singh sur des
Iésions cérébrales de patients atteints d’X-ALD, par des analyses par puce & ADN et par RT-
PCR, ont montré une augmentation de 1’expression de TNFa, des interleukines IL-1a, IL- 6 et
IL-12 et des chimiokines CCL2, CCL4, CCL7, CCL11, CCL16 et CCL21 ainsi que leurs
récepteur CXCL1 et CXC3L1. Il a été également noté une hypertrophie et une hyperplasie des
astrocytes au niveau des lésions cérébrales ainsi qu’une augmentation du taux des esters de
cholestérol et une diminution du taux de cholestérol libre et des sphingomyélines. Ceci suggére
une alteration des radeaux lipidiques (rafts) composeés des sphingomyélines et du cholestérol.
Il en résulte une déstabilisation des membranes aboutissant au relargage des fragments
myeliniques anormaux contenant des AGTLC. Ces derniers activeraient les astrocytes et la
microglie qui sécréteraient des cytokines et des chimiokines déclenchant ainsi une réponse
inflammatoire permettant I’infiltration des leucocytes dans la matiére blanche cérébrale
(McGuinness et coll., 1997; Paintlia et coll., 2003). Eicher et son groupe ont montré que dans
la phase précoce de 1’évolution des lésions cérébrales I’existence de cellules microgliales en
apoptose dans la zone adjacente a la zone de démyeélinisation diminuerait leurs capacités de
neuro-protection et provoquerait des dommages au niveau des oligodendrocytes (Eichler et
coll., 2008).

De nombreuses études ont montré 1’implication des cytokines dans les désordres
neurologiques, en particulier dans le cas de I’X-ALD. L’augmentation des niveaux d’AGTLC
précede largement la démyeélinisation de la substance blanche dans la P-NALD et la réponse
neuro-inflammatoire dans I’X-ALD. Méme s’il est bien connu que les deux maladies P-NALD
et X-ALD sont associé a I’accumulation des AGTLC, le role direct des AGTLC dans
I’induction de processus inflammatoire est toujours hypothétique. Pour essayer de comprendre
cette relation El Hajj et collaborateurs ont montré que des fibroblastes témoins traités avec
I’acide cérotique C26:0 présentaient une évolution de 1’expression des cytokines (IL-1a, IL-1B
et IL-6) en fonction du temps (EI Hajj et coll., 2012). Une induction de I’expression de ’ARNm

codante les cytokines, IL-1a et IL-1p, était déja présente entre 6h et 12h de traitement.




En revanche, 6h plus tard, les niveaux d’expression d’ARNm de I’IL-1p revenaient a la
normale. Ainsi, le C26:0 semble réguler simultanément et séquentiellement le taux d’ARNm
de cytokines. Cette régulation dans les fibroblastes est probablement liée au fait que les
cytokines comme I’IL-1f sont en mesure d’accroitre 1’accumulation des AGTLC par inhibition
de la B-oxydation peroxysomale du C26:0 par un mécanisme inconnu. Cela peut provoquer un
cercle vicieux dans lequel 1’acide cérotique C26:0 déclenche plus tot I’expression des ARNM
codant ces cytokines qui régule a la baisse la B-oxydation peroxysomale conduisant a
I’accumulation des AGTLC ; Ceux-ci a leur tour favorisent la ré-induction des transcrits de

cytokines au cours d’une deuxieme phase tardive.

L’effet de I’accumulation des AGTLC dans la démyélinisation liée a la déficience en
ACOX1 reste a déterminer, ainsi que leur capacité a induire une réponse de la f-oxydation
peroxysomale dans I’homéostasie cellulaire. Les résultats de 1’étude d’ E1 Hajj et coll. montrent
que la déficience en ACOX1 dans la P-NALD est associée a des modifications significatives

de la réponse inflammatoire conduisant a I’activation de la voie de IL-1p (El Hajj et coll., 2012).

. ROle de la microglie dans le cerveau et le processus inflammatoire

Le cerveau se compose principalement de deux grandes catégories de cellules : les
neurones et les cellules gliales « également connues sous le nom de glie ou névroglie ». Ces
cellules gliales composent entre 5% et 10 % des cellules du systeme nerveux central. Elles
existent en plusieurs types assurant plusieurs fonctions critiques, comme le soutien structural,
le soutien métabolique et la protection des neurones. On divise les cellules gliales en deux
types : la microglie et la macroglie (astrocyte, oligodendrocyte ...)(Kettenmann, et coll., 2011).

Les cellules gliales dont fait partie la microglie furent décrites pour la premiére fois en
1846 par Rudolf Virchow comme étant une substance adhésive liant les neurones. Cependant,
il faudra attendre le développement de nouvelle méthode de fixation et d’imprégnation du
cerveau pour decouvrir et a terme différencier les cellules gliales telles que nous les connaissons
aujourd’hui (Tremblay, et coll., 2015). Grace a la technique de marquage a base des tanins et
de nitrate d’argent ammoniacal, il a été possible de décrire et de différencier deux types
cellulaires parmi la microglie : les cellules allongés phagocytes non fibreux, adipeux et
granulaire et des cellules étoilées fibreuses et pourvue de terminaisons au niveau de vaisseaux
sanguins qui correspondent aujourd’hui respectivement aux microglies et aux astrocytes. Dés
lors, il a été admis que des dysfonctions gliales pourraient étre a 1’origine de maladies

cérébrales, opposant ainsi les notions de gliopathie et de neuropathie (Achucarro, 1913).




La microglie est capable d’adapter sa morphologie aux structures nerveuses qui
I’entourent, ce qui suggere une capacité migratoire et une structure dynamique. C’est dans la
pathologie que la microglie joue son rdle en passant d’une forme sédentaires ramifiée (en rep0s)
a une forme amiboide activée capable de migrer et de phagocyté des débris cellulaires (active).

Durant plusieurs années, I’activation microgliales dans les différentes conditions
pathologiques ou apres induction artificielle a été étudiée en suivant le concept « d’état de
repos » et « d’état activé » (Kettenmann et coll., 2011). De nombreuse molécules et conditions
peuvent induire 1’activation microgliales qui sont capables d’altérer 1’intégrité structurelle et
fonctionnelle du SNC. Ces cellules sont capables de reconnaitre et de réagir a une grande variété
de signaux témoins de I’homéostasie de son environnement (Block, et coll., 2007).

Les signaux d’activation sont les témoins d’une agression du SNC, infection ou lésion.
Par exemple, les lipopolysaccharides, endotoxine essentielle de la membrane externe des
bactéries gram négative, est un agoniste du récepteur TLR4 et sert de modele commun dans
I’étude de I’activation microgliales. D’autre part il existe des signaux avec un effet
d’inactivation ou « OFF » de I’état d’activation de la microglie, comme les neurotransmetteurs
(Férber & Kettenmann, 2006).

Soumises aux différents signaux d’activation, les cellules microgliales changent leur
morphologie, leur nombre ainsi leurs déformation et I’augmentation du volume cellulaire. Ces
parameétres permettent de distinguer différents phénotypes et formes de la microglie associées
aux stades d’activation : ramifiée, amorcée, réactive et amiboides (Kreutzberg, 1996; Soltys, et
coll., 2001).

Le changement de la morphologie et de la forme permet a la cellule microgliale de
devenir pleinement mobiles et de jouer son réle crucial, apparenté aux macrophages résidants
du systéme nerveux central, qui est de phagocyter les débris cellulaires issus de la mort
neuronale. Comme dans le cas des maladies neurodégénératives ou d’invasion tumorale ou la
microglie recrutée sur le site d’agression en médiation avec des phénomenes de migration et de
prolifération (Walker et coll., 2014) .

A c6té du changement morphologique, la microglie subit des changements de propriétés
de la membrane au cours de son activation, méme s’il ne s’agit pas d’une cellule électriquement
excitable comme les neurones. Les microglies sont des cellules qui expriment plusieurs canaux
ioniques qui lui conférent des propriétés électrophysiologies caractéristiques (Kettenmann et
coll., 2011).

En effet, I’activation de la microglie s’accompagne de nombreux changements de

I’expression génique générant une production de nombreuses molécules telles que des
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molécules pro ou anti-inflammatoires, des chimiokines, des facteurs de croissances, des
molécules neurotoxiques et des enzymes : 1’état d’activation de ces cellules correspond a un
spectre de réponse dépendant du type, d’intensité et la durée de stimulus déclencheur de
I’activation (Block et coll., 2007).

L’activation peut contribuer & un phénotypes phagocytaires associé a une activation
transcriptionnelles de NFkB menant a la production et la libération des cytokines pro-
inflammatoire comme les IL-1B, IL-6, IL-23 et TNFa, mais aussi les ROS et le NO.

Les microglies activées sont observées dans toutes les maladies neurologiques, incluant
des maladies neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer, Parkinson ou encore les
maladies inflammatoires (Mosser & Edwards, 2008).

Dans ces conditions pathologiques, la microglie assure plusieurs fonctions comme :

e La phagocytose : aprés son activation, la microglie permet 1’élimination des
pathogenes et débris cellulaires qui permet perturber le fonctionnement cérébral.
Ce processus est majoritairement benéfique (Napoli & Neumann, 2009).

e Le stripping des synapses : les microglies peuvent interagir physiquement avec
les neurones léses mais agir plus subtilement en supprimant uniquement des
synapses. On parle de stripping ou de « déshabillage synaptique » (Blinzinger &
Kreutzberg, 1968).

e La libération de facteurs: la microglie activée libere un grand nombre des
molécules qui ont un effet positif ou déléteres comme les molécules pro-
inflammatoires TNFa et IL-18 (McCoy & Tansey, 2008; Kaushal & Schlichter,
2008).

e La modulation de I’activité synaptique : ces cellules agissent directement sur
I’activité synaptique neuronale. Des études ont montré que 1’activation de la
microglie par le LPS augmente la fréquence de courants post-synaptique

excitateurs au niveau de I’hippocampe (Pascual,et coll., 2012).

Les microglies sont des cellules apparentées aux macrophages qui résident dans le
cerveau et la moelle épiniére. Ces cellules agissent en tant que premiére et principale forme de
défense immunitaire dans le systéme nerveux central (SNC). Les microglies éliminent les
neurones endommageés et les agents infectieux.

Finalement, les cellules de la microglie sont considérées comme cellules tres

dynamique surveillant leur microenvironnement. Elles participent au cours des conditions




pathologiques, comme le cas des processus inflammatoires et neurodégénératives, a la défense
du tissu cérébral et a la réaction inflammatoire en libérant plusieurs facteurs immuno-
modulateurs de ces réactions, d’ou I’intérét de leurs utilisations comme modéle cellulaire pour
la compréhension de la physiopathologie de nombreuses maladies en raison de leur activation

rapide en répondant aux nombreux stimuli.

J. Peroxysome et stress oxydant

La découverte des peroxysomes décrivait ce compartiment cellulaire pour la premiere
fois comme étant un organite cellulaire contenant la catalase capable de dégrader le peroxyde
d’hydrogéne. Cela indique que les peroxysomes générent des espéces réactives de 1’0xygene

(ROS) en tant que partie intégrante de leur métabolisme physiologique.

La cause principale endogéne de I’augmentation de la production des ROS comprend
principalement trois éléments qui sont : (i) I’inflammation, (ii) une concentration élevée de
H20, et (iii) un déséquilibre dans le transfert des électrons dans la chaine respiratoire
mitochondriale (Poljsak & Milisav, 2012), ce qui menent a une contribution active des

peroxysomes dans le maintien de 1’équilibre cellulaire redox (Fransen, et coll., 2012).

Des études ont montré que les peroxysomes hepatiques consomment environ 20%
d’oxygéne et produisent 35% de H20- au niveau cellulaire (Boveris, et coll., 1972; De Duve
& Baudhuin, 1966). D’autres études indiquent que les peroxysomes peuvent étre des
génerateurs du stress oxydant endogene suite a une activation continue du PPARa qui induit
une surproduction excessive de H20. sans augmentation concomitante de ’activité de la
catalase (Reddy et coll., 1986).

K.  Peroxysome comme source importante productrice des ROS/RNS

Les peroxysomes contiennent diverses enzymes qui produisent ROS/RNS au cours des

réactions qu’ils assurent (Tableau 3), a I’exemple de ’ACOXL.

o Cette enzyme de la B-oxydation peroxysomale des AG catalyse la réaction
suivante (Van Veldhoven & Mannaerts, 1999) :

Acyl-CoA+O, 4= trans-A2-énoyl-CoA+ H20;




Une des propriétés de cette enzyme ACOX1 est I’induction de son expression Vvia
PPARGo, ce qui a pour conséquence 1’accumulation de H202 (Gonzalez, et coll., 1998;
Rao & Reddy, 1987). Cette accumulation de H>O> conduit a 1’activation du facteur de
transcription NF-«xB sensible ainsi aux réaction d’oxydoréduction intervenant aussi dans
de nombreuses mécanismes notamment la croissance, la division cellulaire et
I’inflammation (Li et coll., 2000).

D’autres enzymes peroxysomales produisent également du H.O- :

cette flavoprotéine est présente dans le foie, les reins et le
cerveau. Les études ont montré une hétérogénéité de la teneur de cette enzyme au niveau
des organes qui la contiennent (Angermuller & Fahimi, 1988). Elle convertit les acides
aminés D en leur alpha céto-acides avec libération d'ammoniac et de peroxyde
d'’hydrogene selon cette réaction :

D-acide aminé +O,+ H,O 4= 2-oxo-carboxylate + NHz + H20»

cette flavoenzyme spécifique des acides aminés avec deux
groupes carboxyliques tels que D-aspartate et D-glutamate qui ont des fonctions neuro-
régulatrices importante dans le systéeme nerveux centrale. Cette enzyme est présente
dans les peroxysomes hépatiques, rénaux et cérébraux (Zaar et coll., 2002), elle produit

le peroxyde d’hydrogéne selon la réaction suivante :
D-aspartate +O2+ H.0 4= > oxaloacétate+ NHs+ H,0;

cette enzyme se présente sous deux isoformes: (i)
I’isoforme a se trouve au niveau du foie qui oxyde principalement le glycolate et (ii)
I’isoforme b dans les reins qui prend en charge I’oxydation hydroxybutyrate, des études
cytochimiques et biochimiques sur des fractions purifiées de peroxysomes ont montré
la spécificité de cette enzyme dans chaque organe qu’elle la contient (Angermdller, et

coll., 1986; Angermiiller, et coll., 1986) :

(S)-2-hydroxy acid +O> &) ;. ox0-acide + H,0;




une autre flavine oxydase qui se présente dans les
peroxysomes humains, c’est une enzyme qui catalyse la réaction de conversion de
I’acide pipécolique en 2,3,4,5-tetrahydropyridine-2-carboxylate et H.O» selon la

réaction suivante :
L-pipécolate +O, <= 2 3 4 5-tetrahydropyridine-2-carboxylate + H20>

L’activité spécifique de la pipécolate oxydase peroxysomale est estimée de 20 a 50 fois
plus forte dans les reins que dans le foie. L’absence ou la déficience en cette enzyme
montre 1’incapacité¢ des peroxysomes a oxyder son substrat. L’augmentation de la
concentration de 1’acide pipécolique est observée chez les patients atteints du Syndrome
de Zellweger (Zaar, et coll., 1986).

: c’est une enzyme qui catalyse I’oxydation de 1’urate en présence
d’oxygéne produisant le H20- et allantoine. Les humains ont un géne codant I'urate
oxydase, mais qui n'est pas fonctionnel a cause des mutations non-sens se traduisant par
I’absence de cette activité enzymatique chez ’Homme. L'urate oxydase se trouve dans
presque tous les organismes, des bactéries aux mammiferes. 1l a été proposé que la perte
de I'expression du gene de I'urate oxydase représente un avantage pour I’Homme, car
I'acide urique est un puissant antioxydant et piégeur de l'oxygéne singulet et des
radicaux libres. Donc, sa présence protege I'organisme contres des maladies associées
aux ROS comme le vieillissement. Cette enzyme génére le peroxyde d’hydrogéne selon

la réaction suivante (Ames, et coll., 1981; Yeldandi et coll., 1991):
Urate +O; + 2H,O <= allantoine+ H,0,+ CO>

. est une enzyme dimérique du métabolisme des purines, présente
dans les peroxysomes du foie et des reins. Elle existe sous deux formes : la forme
déshydrogénase (D) et la forme oxydase (O). Dans certaines conditions la forme D
dépendante de NAD" est convertie en forme O, ce qui peut entrainer des graves lésions
tissulaires dues a la génération d’O2, des radicaux superoxydes et du peroxyde
d’hydrogeéne. Cette enzyme géneére le peroxyde d’hydrogéne selon la réaction suivante
(Angermiller, et coll., 1987; Engerson et coll., 1987) :

Hypoxanthine + 20, + 2H,O 4= xanthine + 2 H,0;




o I’oxyde nitrique est un radicale libre généré par la NO
synthase (NOS), cette enzyme est impliquée dans les processus de vasodilatation et de
signalisation dans le cerveau, sa forme inductible iNOS est exprimée dans les conditions
inflammatoires et cause des lésions tissulaire graves. L’induction de iNOS est associée
a une réduction de I’activité catalase (Stolz et coll., 2002). La réaction globale que
catalyse cette enzyme est la suivante :

2 L-arginine +3 NADPH + 3H* + 40, 4= 2 L-citrulline + 2 NO + 3 NADP* + 4H20

Tableau 3: Les enzymes peroxysomales contribuant a la production des ROS au cours de leurs
réactions qui les catalysent chez les mammifeéres.
Tableau adapté d’apres (Schrader & Fahimi, 2004)

Enzyme Substart ROS produit

Acyl-CoA oxydases

Palmitoyl-CoA oxydase
Pristanoyl-CoA oxydase

Trihydroxycoprostanoyl-CoA oxydase

Acides gras a trés longue chaine
Acides gras a chaine ramifiée

Intermédiaires des acides biliaires

H,0,
H,0;,
H,0,

D-aminoacide oxydase D-Proline H,0,
H,0,
H,0,

H,0,

D-aspartate oxydase D-Aspartate, N-méthyl-D-aspartate

a-hydroxyacide oxydase Glycolate , lactate

Acide pipécolique oxydase

Acide Pipécolique
Polyamine oxydase Spermidine
Urate oxydase Acide urique

Xanthine oxydase Xanthine

NO synthase L-arginine

L.  Peroxysomes comme systeme de défense antioxydant

Les peroxysomes contiennent diverses enzymes qui métabolisent les ROS, afin de

rétablir 1’équilibre redox et maintenir 1’homéostasie cellulaire. Parmi ces enzymes
peroxysomales :
o est largement utilisée comme marqueur peroxysomale. La catalase est I’'une

des protéines peroxysomales les plus abondantes dans les cellules des mammifeéres. Elle
contient un signal de ciblage peroxysomale de type PTS1 (Purdue & Lazarow, 1996),
son réle prédominant est d’empécher I’accumulation de H2O» toxique ; mais, elle peut
agir comme une oxydase en utilisant Oz lorsque H20- est absent ou il existe mais en
faible concentration dans les cellules (Vetrano et coll., 2005). En effet, les souris

déficientes en catalase se développent normalement mais leurs tissues présentent un




déficit de consommation du H>O: extracellulaire (Ho, et coll., 2004). La catalase montre
une faible affinité pour son substrat H202 et nécessite donc des concentrations élevées
de ce substrat pour fonctionner efficacement. La catalase est une oxydoréductase
héminique qui catalyse la dismutation du H202 en eau et dioxygene selon la réaction
suivante :

2H,0, wmmp O+ 2H0

En plus de H20-, une variété de substrats tels que 1’éthanol et le méthanol, les phénols
et les nitrites peuvent étre métabolisés par la catalase (Oshino, et coll., 1973).
L’inhibition de I’action de la catalase peut avoir des effets néfastes sur la survie
cellulaire surtout aprés une exposition a un stress oxydant. De plus, le taux de la catalase
est significativement réduit dans le cas de la présence des tumeurs dans le foie ou dans
d’autres organes, ainsi que dans diverses conditions pathologiques (Litwin, et coll.,
1999).

une enzyme localisée au niveau du peroxysome dont la
fonction biochimique est la réduction le peroxyde d'hydrogeéne libre en eau et donc

protéger I’organisme contre les dommages oxydatifs via la réaction suivante :

2GSH + H,O, =) GS-SG + 2H20

L'intégrité des membranes cellulaires et subcellulaires dépendant fortement de la
glutathion peroxydase, son systeme de protection antioxydant dépend fortement de la

présence de sélénium (Singh, 1996).

constitue une défense antioxydante et prévient les dommages

oxydatifs. La localisation de cette enzyme dans la matrice peroxysomale de fibroblastes

a été rapportée pour la premiére fois en 1991. (Keller, et coll., 1991). Cette enzyme est

présente dans la plupart des compartiments cellulaires notamment dans les

mitochondries. Elle appartient aux métalloprotéines et se présente sous 3 isotypes qui

différent entre eux par la nature du métal présent au sein du groupe prothétique : Fe-
SOD, Cu/Zn-SOD et Mn-SOD.

cette protéine antioxydante a une activité de peroxydase, a faible

efficacité, dépendante de la thiorédoxine. Cette enzyme intervient également dans la

signalisation cellulaire via le contr6le du taux de peroxyde induit par les cytokines et




intervient également dans le processus de différenciation cellulaire (Hofmann, et coll,
2002).

M. Relations peroxysome-mitochondrie

La cellule est composée de plusieurs compartiments (ou organites) qui communiquent entre eux
pour assurer le bon fonctionnement cellulaire. Notamment, les peroxysomes et les
mitochondries qui participent au maintien de I’homéostasie cellulaire. Les preuves des

interactions physiques entre peroxysome et mitochondrie sont encore assez rares.

Ces derniéres années, il est devenu évident que ces deux organites coopérent entre eux pour
remplir leurs fonctions physiologiques et assurer un ensemble de voies métaboliques
différentes. L’exemple le plus connu est celui de leur collaboration dans la B-oxydation des

acides gras (Figure 9).

Chez les mammifeéres, la mitochondrie et le peroxysome assurent ensemble le métabolisme
des AG. Bien que les étapes biochimigues soient similaires, chaque organite recrutant des
enzymes spécifiques. Pour les peroxysomes, cette réaction est assurée par I’ACOX1, I’enzyme
bifonctionnelle, et les thiolases. Un processus qui débute au niveau peroxysomale générant des
acides gras raccourcis et acheminés vers la mitochondrie pour une oxydation totale avec la
production de I’ATP, CO2 et H.O (Wanders & Waterham, 2006a). Contrairement aux
mitochondries, les peroxysomes ne contiennent pas de complexes protéiques de la chaine
respiratoire mitochondriale. L’oxydation des AGTLC au niveau des peroxysomes produit le
H>0>, bien évidement qui est toxique pour la cellule mais qui sert également comme molécule

signale dégradée par I’activité catalase (Fransen et coll., 2012; Bonekamp, et coll., 2009).

Des etudes réalisées chez un modéle de souris déficientes en catalase ont montré une
réduction des capacités de la chaine respiratoire mitochondriale au niveau du cerveau des souris
(Ho et coll., 2004). Dans le méme sens, d’autres études ont montré qu’une inhibition totale ou
partielle de I’activité de la catalase altére 1’équilibre Redox mitochondrial, I’activité de la chaine
respiratoire mitochondriale et le potentiel membranaire mitochondriale (Ivashchenko et coll.,
2011; Walton & Pizzitelli, 2012; Hwang et coll., 2012). Chez les fibroblastes humains, I’activité
de la catalase réduite entraine une augmentation des taux des ROS avec une réduction
concomitante de I’activité enzymatique mitochondriale (Koepke, et coll., 2008; Legakis et coll.,
2002) . Comme les peroxysomes, les mitochondries jouent un réle dans la production et le

métabolisme des ROS. La chaine respiratoire mitochondriale est le siége principal de la
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génération des radicaux libre avec un taux de production comparable a celui produit par les
peroxysomes. Des anomalies dans la machinerie peroxysomale métabolisant ROS peut
entrainer un dysfonctionnement mitochondriale qui mene a un dommage cellulaire (Figure 10)
(Baumgart et coll., 2001; Dirkx et coll., 2005)

Les vésicules MDV(s)
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Figure 9: Vue schématique de la relation entre les peroxysomes et les mitochondries.

Le peroxysome et la mitochondrie présentent une coopération métabolique chez les mammiféres. (1) la béta-
oxydation des acides gras, contribuant a la production de chaleur (2) les deux organites ont une relation sensible
a équilibre redox. (3) Ils partagent des composants clés de leurs machines de division. En outre, de nouvelles
voies de trafic allant des mitochondries aux peroxysomes impliquant des vésicules dérivées des mitochondries ont
été rapportées. Schéma adapté d’apreés (Islinger, et coll., 2012). Avec CAT : catalase ; f-ox - f-oxydation ; RC :
chaine respiratoire ; AGLC : acide gras longue chaine ; AGMC : acide gras moyenne chaine.

Les peroxysomes sont capables de produire des ROS résultant de divers métabolismes
tels que : I’oxydation les AG, le métabolisme du glyoxylate ou le métabolisme des acides
aminées. Ainsi une perturbation de I’homéostasie redox peroxysomale peut affecter 1’équilibre,
la structure et la fonction des mitochondries et provoque une augmentation du stress
mitochondriale. Au niveau peroxysomale, I’excés des ROS en particulier le H202 peut

s’échapper du peroxysome vers le cytosol, entrainant une surcharge pour les mitochondries
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(Khan et coll., 2015; Sies, 2017). Ces ROS générés a I’intérieure des peroxysomes altérent la
respiration mitochondriale ce qui entrainent une fragmentation des mitochondries et par la suite

une mort cellulaire (Wang et coll., 2013).

Par ailleurs, des altérations mitochondriales ont été observées chez les patients atteints
du syndrome de Zellweger. Chez ces patients, présentant des mutations dans le géne codant
pour Pex16p, une réduction de la fonction mitochondriale a été décrite (Baumgart et coll., 2001,

Salpietro et coll., 2015).

Les différentes voies métaboliques peroxy les productrices des ROS
p-oxydation des acides gras, catabolisme des acides aminés, métabolisme de glyoxylate...

Antioxydants métabolisnant des ROS
Catalase, Glutathion peroxydase, Mn-
50D ,Cu-ZnSOD, Epoxide hydrolase,
peroxidase

v

Réduction du métabolisme des ROS

ROS(s) généré(s)
H,05,07 NO’,OH, ONOO"

Augmentation de la production de ROS
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Figure 10: Apercu schématique du stress oxydatif du peroxysome et de son effet sur les

mitochondries.
Les peroxysomes qui participent a plusieurs fonctions métaboliques. Plusieurs de ces fonctions et les enzymes

impliguées dans ces voies sont responsables de la production de ROS peroxysomales. Une étroite collaboration
entre les peroxysomes et les mitochondries dans la signalisation ROS est rapportée. Schéma adapté d’aprés (B.
Wang et coll., 2013).

Des études réalisées chez les souris atteintes de la déficience en Pex5p, Pex5p™,
montrent que I’absence de ’activité peroxysomale altére la production d’ ATP mitochondriale.
Ceci se traduit par I’activation du métabolisme des glucides. Par conséquent, les souris Pex5”

perdent leur poids malgré I’augmentation de la prise alimentaire (Peeters et coll., 2011).

D’autres études réalisées chez ces mémes souris Pex5™- ont montré des troubles dans la

fonction mitochondriale qui se traduit par des déficits des complexes respiratoires I, Il et IV
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(Peeters et coll., 2015). La communication entre le peroxysome et la mitochondrie consisterait
dans le transport de solutés trés variés qui impliquerait au niveau de la membrane peroxysomale
un systeme de pores proteiques formés par la PMP22 (Antonenkov & Hiltunen, 2012).
Cependant, une voie de trafic vésiculaire mitochondriaux dite MDV porteuse du ligand MAPL,
ancrée dans la mitochondrie et ciblant le peroxysome a été également rapportée. Ces MDV's
peuvent se former a partir des mitochondries et se retrouvent avec une sous-population de

peroxysomes (Neuspiel et coll., 2008).

La découverte d’une biogenése coordonnée des peroxysomes et des mitochondries dans
certaines conditions démontre que les deux organites partagent les protéines impliquées dans
ce processus. Chez les mammiféres la dynamine GTPasel, DRP1 forme des anneaux
oligomeériques autours des membranes peroxysomales ou mitochondriales. Les protéines
membranaires Fis1l/Mff agiraient comme récepteurs de la DRP1 au niveau membranaire
initiant la construction de la fission de chacun de ces deux organites en réponse a I’hydrolyse
du GTP (Thoms, et coll., 2009). L’adressage des proteines Fisl/Mff vers les membranes
peroxysomales et mitochondriales pourrait étre soumis a une compétition entre les deux
organites pour DRP1/Fisl (Motley & Hettema, 2007; Huybrechts et coll., 2009).

La perte de fonction de ces protéines de division bloque les fissions peroxysomales et
mitochondriale et provoque 1’accumulation des organites sous une forme allongée. Des études
réalisées chez des fibroblastes d’un patient atteint d une déficience en DRP1 ont montré que les
deux organites ont une forme allongée. Chez les souris et les patients atteints des deficiences
peroxysomales : la taille, la forme, le nombre et les fonctionnalités des mitochondries semblent

aberrants, avec la perte de communication entre les deux organites (Baes et coll., 1997).

Des études ont montré que le taux des AGTLC peroxysomale dans les fibroblastes des
patients atteints de la X-ALD est affecté par le taux de la B-oxydation AG a longue chaine
mitochondriale, montrant une forte interaction entre les deux organites. Ces études ont montré
également des anomalies structurales mitochondriales dans les cellules corticosurrénaliennes

dans un modele murin de I’x-ALD (McGuinness et coll., 2003).

La relation entre les peroxysomes et les mitochondries est essentielles pour le maintien
d’un équilibre Redox cellulaire. Or, cette relation ne concerne pas uniquement cet équilibre
redox mais également 1’homéostasie cellulaire qui exigerait la présence d’un peroxysome

fonctionnel pour une mitochondrie fonctionnelle.
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.  Cactus et extraits

A. Introduction

Au cours de ces derniéres décennies, une grande importance a été accordée pour 1’étude
des substances naturelles issues de certaines matiéres premicres afin d’améliorer le bien-étre
chez ’'Homme et de souligner leurs effets bénéfiques dans la prévention de certaines maladies
notamment les maladies neurodégénératives et le cancer.

Le cactus appartient a la famille des cactacées (Reyes-Aguero, et coll., 2005), Opuntia
ficus-indica (OFI) est un cactus originaire du Mexique introduit en Afrique du Nord au début
du 17°™ siecle. Environ 1500 espéces de cactus appartiennent au genre Opuntia et sont réparties
dans différentes régions du globe (Hegwood, 1990). Cette plante pousse a I'état sauvage dans
les régions arides et semi-arides, ou la production de plantes alimentaires est généralement tres
limitée. Les conditions climatiques et leur faible demande en eau favorisent I’extension de la
production de cactus, comme 1’a souligné 1’Organisation des Nations Unies pour 1’alimentation
et I’agriculture (Barbera, et coll., 1995).

Toutes les parties de cette plante ont éte utilisées dans le domaine de I’agroalimentaire. Les
cladodes (ou «raquettes ») de cactus sont consommeées sous forme de Iégumes frais ou ajoutées
aux plats cuisinés (Saenz, 2000). Le fruit, figue de Barbarie ou « prickly-pear » en anglais, est
utilisé pour la fabrication de produits alimentaires tels que des jus de cactus (Epsinosa-A et
coll., 1973), des boissons alcoolisées (Bustos, 1981), de la confiture (Sawaya, Khalil, & Al-
Mohammad, 1983), mais aussi pour la production d’édulcorant liquide naturel, ou d'équivalents
de beurre de cacao (a partir de la fermentation du jus de figues de Barbarie (Hassan, et coll.,
1995)). La majorité des produits utilise le jus de cactus, tandis que les graines jadis jetées sont
utilisées actuellement pour la fabrication de I’huile de graines de cactus et des produits

cosmétiques (Figure 11).

Le cactus a été désigné comme aliment bénéfique pour la santé avec un grand nombre
de nutriments potentiellement actifs et présentant propriétés multifonctionnelles. Les cladodes
et les extraits issus de la fleur de cactus ont été étudiées comme traitement possible de la gastrite,
de I'nyperglycémie, de I'athérosclérose, du diabéte et de I'nypertrophie prostatique (Palevitch,
Earon, & Levin, 1993). Ainsi, les extraits de cactus présentent des effets anti-tumoraux (Zou et
coll., 2005), antiviraux (Loro, et coll., 1999), anti-inflammatoires (Ahmad, et coll., 1996) et
antioxydants (Gentile, et coll., 2004).




Figure 11: Photo de la plante d'Opuntia ficus indica.
(a) la plante entiere, (b) la cladode de cactus, (c) la fleur et en (d) le fruit de cactus.

B.  Composition de cactus

Au cours de derniéres années, les recherches sur le cactus ont démontré ses bienfaits
grace a I’étude de sa composition, démontrant la présence de vitamines, de fibres, d’acides

aminés, de minéraux, ainsi que d’autres composants.

I. Les composés phénoliques

Dans la grande famille des antioxydants, on trouve une variété de composés appelés les
polyphénols. Ce sont eux que I’on retrouve en majorité dans les fruits, légumes et plantes qui
contribuent a leurs vertus pour la santé.

Les polyphénols sont caractérisés, comme I’indique leurs noms, par la présence d'au
moins deux groupes phénoliques associés en structures plus ou moins complexes, généralement
de haut poids moléculaire. Ces composés sont les produits du métabolisme secondaire chez les
plantes.

Les polyphénols prennent une importance croissante en pharmacologie, notamment
grace a leurs effets bénéfiques sur la santé. En effet, leur role d’antioxydants naturels suscite de
plus en plus d'intérét pour la prévention et le traitement des maladies inflammatoires,

cardiovasculaires, neurodégénératives et aussi du cancer (Laughton, et coll., 1991).




Toutes les parties de cette plante sont riches en polyphénols, tels que les flavonoides et
les acides phénoliques. La distribution de ces composés difféere d’une partie de cactus a une
autre. L’acide gallique est majoritaire dans la fleur (4900 mg/100 g), alors qu’il est peu présent
dans la raquette de cactus (2,37 mg/100 g). Ce composé connu par son pouvoir antioxydant et
pro-oxydant, il est capable aussi de réduire les dommages a ’ADN (You & Park, 2010). Il
possede aussi une activité anti-tumorale, antibactérienne et antivirale. La nictoflorine est un
composé majeur du cladode a raison de 146,5 mg/100 g. La nicotiflorine joue un réle dans la
neuroprotection du systéeme nerveux (Nakayama et coll., 2011). Dans la pulpe la teneur totale
en polyphénol est de 218,8 mg/ 100 g, par contre dans les graines cette teneur ne dépasse pas
89 mg/100 g. (Tableau 4- (EI-Mostafa et coll., 2014)). La peau du fruit de cactus est riche en
Isorhamnétine ce composé connu par son rOle anticancéreux et anti-inflammatoire par
I’inhibition des cytokines inflammatoires, des études ont montré une induction de 1’expression

de PPAR-8 (Kim et coll., 2011; Kim, Choi, & Kim, 2014).




Tableau 4: Distribution des composés phénoliques dans les différentes parties du cactus (opuntia

ficus indica).

La teneur en acides phénoliques est exprimée en mg/100g. D aprés (EI-Mostafa et coll., 2014)

Partiedela
plante

Composant principal identifié

Quantité en mg
/ 100g

Acide gallique

Quercétine 3-O-Rutinoside
Kaempférol 3-O-Rutinoside
Quercétine 3-O-Glucoside
Isorhamnetin 3-O-Robinobioside
Isorhamnetin 3-O-Galactoside
Isorhamnetin 3-O-Glucoside

Kaempférol 3-O-Arabinoside

1630-4900
709
400
447

4269
979
724
324

Pulpe de
Cactus

Acide phénolique total
Quercétine

Isorhamnetin

Kaempferol

Lutéoline

glycosides d'isorhamnétine

Kaempferol

218,8
9
4,94
0,78
0,84
50,6
2,7

Graines de
cactus

Acide phénolique total
Feruloyl-Saccharose Isomere 1
Feruloyl-Saccharose Isomeére 2
Sinapoyl-diglucoside
Flavonoides totaux

Tanins Totaux

48-89
7,36-17,62
2,9-17,1
12,6-23,4
1,5-2,6
4,1-6,6

Peau du
fruit cactus

Acide phénolique total
Flavonoide Total

Kaempferol

Quercétine

Isorhamnetin

45-700
6,95
0,22
4,32

2,41-91

Cladode de
Cactus

Acide gallique

Coumaric
3,4-dihydroxybenzoique
4-hydroxybenzoique

Acide férulique

Acide salicylique
Isoquercétine
Isorhamnetin-3-O-glucoside
Nicotiflorine

Rutin

Narcissine

0,64-2,37
14,08-16,18
0,06-5,02
0,5-4,72
0,56-34,77
0,58-3,54
2,29-39,67
4,59-32,21
2,89-146,5
2,36-26,17
14,69-137,1

77

~—
| —



L’analyse des lipides totaux réalisée a partir des extraits des cladodes de cactus montre
que I’acide palmitique, 1’acide oléique, 1’acide linoléique et 1’acide linolénique constituent 93%
de la teneur des lipides (Tableau 5, (Charrouf & Guillaume, 2007)). L’huile de graine de cactus
présente un taux d’environ 62% en moyenne de I’acide linoléique. Ce dernier est connu pour
ces propriétés contre les maladies cardiovasculaire, inflammatoire et certaines maladies
métaboliques (Ramadan & Mdorsel, 2003; Soel, et coll., 2007).

Tableau 5: Composition en acides gras d'Opuntia ficus indica dans la cladode et I'huile de graine
de cactus.
Cette composition est exprimée en g/100g des acides gras totaux. Tableau adapté d’aprés (EI-Mostafa et coll.,

2014)

Cladodede Grainede
cactus cactus

C12:0 1,33 *rEAE
C14:0 1,96 *okddx
Cl6:0 13,87 9,32-20,1
Cl6:1 0,24 1,42-1,80
C18:0 3,33 2,72-311
C18:1 11,16 16,77-18,3
C18:2 34,87 53,5
C18:3 33,23 70,29
C20:0 ekdokx 0-2,58
C22:o ok kK ok seskk sk ok

Acides gras

Il existe des composants qui présentent une grande importance sur le plan nutritionnel,
tels que les carotenes et les tocophérols (vitamine E) (Psomiadou & Tsimidou, 2001). Les
tocophérols sont les principaux antioxydants liposolubles localisés dans les membranes
cellulaires chez I'homme. La carence en ces composés affecte de nombreux tissus chez les
mammiferes. La carence en vitamine E chez I'nomme provoque des anomalies du
développement du systéme nerveux chez I'enfant et une hémolyse chez I'homme. Des études
suggerent que les personnes ayant un apport en vitamine E et autres antioxydants plus faibles

pourraient présenter un risque accru de certains types de cancer et d’athérosclérose (Rimm et
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coll., 1993). Il est également suggéré que la supplémentation en antioxydants pourrait réduire
le risque de ces processus dégénératifs (Kallio, et coll., 2002). Les données sur la composition
en vitamines des différentes parties du cactus sont résumées dans le Tableau 6. Le taux de
vitamine E est extrémement €levé dans la peau du cactus en raison de 2182 mg/100 g de ce
tissu. Tandis que la graine contient 106 mg/100 g de la vitamine E mais quasiment absente dans

la raquette de cactus.

Tableau 6: Distribution du contenu vitaminique dans les différentes parties du cactus (Opuntiaficus
indica).
La teneur en vitamine est exprimée en mg/100g de tissu. D ‘aprés (EI-Mostafa et coll., 2014)

Pulpe de Grainede [|Peau de fruit] Cladodede
cactus cactus cactus cactus

Vitamines

Vitamine K1 53,2 52,2 109 —
Vitamine C 34-40 *kKKK *REKK 44743
Vitamine B1 Hekkok koo ok *okkokk 0,14
Vitamine B2 Hkkk RkkRK S 0,6

Vitamine B3 *kEAE R ko 0,46
a-tocophérol 84,9 56 1760 okkokok
p-tocophérol 12,6 12 222 ko
y-tocophérol 7,9 33 174 FrERE
o-tocophérol 422 5 26 *Hkkk
Totale de la Vitamine E 527,4 2182 *hkkk

Dans une étude menée par I’équipe de Ramadan sur la composition de cactus en stérol
a montré que le B-sitostérol présente environ 57% du contenu total en stérol majeur dans la peau
de fruit de cactus (Ramadan & Morsel, 2003). Le deuxiéme composant majeur est le
campestérol constitue avec le B-sitostérol 80% des stérols totaux (Tableau 7). Les autres
composants, le stigmastérol et le 5-avénastérol sont présents en quantités approximativement
égales (environ 6,0% des stérols totaux). De nombreux effets bénéfiques ont été mis en évidence
pour ces deux stérols (Yang & Kallio, 2001). Le Lanostérol et I'ergostérol sont présents a des
concentrations plus faibles. Les phytostérols, en général, présentent un intérét en raison de leur
activité antioxydante et de leur impact sur la santé. Les phytostérols ont été ajoutés aux huiles

végétales comme exemple d'un aliment fonctionnel efficace (Ntanios, 2001).




Tableau 7: Distribution des stérols dans les différentes parties du cactus (Opuntia ficus indica).
La teneur en stérol est exprimée en g/kg. D 'aprés (El-Mostafa et coll., 2014)

Principaux composants identifiés |Pulpe de cactus |Graine de cactus |Peau du cactus
Campestérol 8,74 1,66 8,76
Stigmastérol 0,73 0,3 2,12
Lanostérol 0,76 0,28 1,66

B-Sitostérol 11,2 6,75 21,1
A’ Avenastérol, A’ Avenastérol 1,43 0,29 2,71

’

A’ Avenastérol

Ergostérol ok ok *okokok ok 0,68

La graine de cactus est la partie la plus riche en minéraux. Le potassium et le phosphore
sont majoritaires avec des quantités respectivement de 170 et 155 mg / 100 g (Tableau 8). La
présence de grandes quantités de magnésium est egalement remarquable (El Kossori, et coll.,
1998). Concernant les acides aminés, c’est le glutamate qui Se présente comme elément
dominant suivi de I’arginine (Tableau 9).

Dans la cladode, les principaux minéraux sont le potassium avec une quantité de 55,20
mg/100 g et le calcium avec un taux de 235 mg/100 g (Tableau 9 (Feugang, et coll., 2006). Le
principal acide aminé présent dans cette partie est la glutamine. Dans la pulpe, le potassium est
majoritairement présent a 161 mg/100 g (Tableau 9) (Medina, et coll., 2007;Sawaya, et coll.,
1983). Dans I’ensemble, le fruit est enrichi en acide aminé proline et un autre dérivé d’acide

aminé, la taurine, 1l représente a eux deux 61,78% de la teneur totale en acides aminés (Tableau

9).




Tableau 8: Composition minérale des différentes parties du cactus (Opuntia ficus indica).
La teneur en minéraux est exprimée en mg/100g. D ‘apres (EI-Mostafa et coll., 2014)

Principaux composants identifiés |Pulpe de cactus |Graine de cactus |Cladode du cactus
Calcium 27,6 16,2 5,64-17,95
Oxalate de calcium *dkkx *kk ok 4,3-11,5
Magnésium 27,7 74,8 8,8
Sodium 0,8 67,6 0,3-0,4
Potassium 161 163 2,53-55,20
Fer 1,5 9,45 0,09
Phosphore *dkkx 152 0,15-2,59
Fdkkx 1,45 0,08

’

Manganeése HokAkx Trace 0,19-0,29

Tableau 9: Composition et distribution des acides aminés dans les différentes parties du cactus
(Opuntia ficus indica).
La teneur en minéraux est exprimée en g/100g. D ‘aprés (El-Mostafa et coll., 2014)

Principaux composants Cladode du Fruit de Graine de
identifiés cactus cactus cactus

Alanine 1,25 3,17 44,75
Arginine 5,01 1,11 6,63
Aspargine 3,13 1,51 Trace
Acide asparginique 4,38 Trace 10,42
Acide glutamique 5,43 2,4 21,68
Glutamine 36,12 12,59 Trace
Cystine 1,04 0,41 0,37
Histidine 4,18 1,64 3,11
Isoleucine 3,97 1,13 6,2

Leucine 2,71 0,75 9,94
Lysine 5,22 0,63 6,79
Méthionine 2,92 2,01 0,7

Phenylalanine 3,55 0,85 5,25
Sérine 6,68 6,34 8,46
Thréonine 4,18 0,48 1,53
Tyrosine 1,46 0,45 3,09
Tryptophane 1,04 0,46 Trace
Valine 7,72 1,43 6,02
Acide a-aminobutyrique Trace 0,04 Trace
Carnosine Trace 0,21 Trace
Citrillune Trace 0,59 Trace
Ornithine Trace Trace Trace
Proline Trace 46 Trace
Taurine Trace 15,79 Trace
Glycine Trace Trace 5,06




Les extraits d’Opuntia sont utilisés depuis des siécles a des fins nutritionnelles et
médicales et leur intérét thérapeutique a récemment été mis en évidence par des études
scientifiques in vitro et in vivo (Moussa-Ayoub, et coll., 2011). La teneur élevée de cactus en
antioxydants (les polyphénols) diminue le taux de la peroxydation lipidique, le premier facteur
de risque dans I'athérosclérose. Le cactus étant riche en fibres et protéines alimentaires rend cet
aliment hypolipidémant par excellence. Le cactus abaisse significativement les taux
plasmatiques de cholestérol LDL et le contenu plasmatique et urinaire de 8-épi-prostaglandine
F2a, un isoprostane F2 par la peroxydation de I'acide arachidonique d’apres des études menées
par Budinski et ses collaborateurs (Filip, et coll., 2011). Des études soulignent les propriétés
antioxydantes et antiathérogénes d’Opuntia (Ayorinde, et coll., 2000).

La consommation de jus et de fruits d'Opuntia previent naturellement le stress oxydatif
et améliore le statut redox chez I’homme (Jabri karoui & Marzouk, 2013). 1l est a noter que la
consommation de figues de Barbarie d'Opuntia améliore également la fonction plaquettaire et
I'équilibre hémostatique, contribuant ainsi a prévenir le risque d'athérosclérose (Khallouki et
coll., 2003).

Le fruit de cactus contient de 1’acide ascorbique, qui assure un bon fonctionnement du
systéeme immunitaire dans I’organisme. Il contient aussi une quantité importante de calcium
élément essentiel pour la santé des os. Le cactus peut contribuer aussi a la prévention des
maladies liées a 1’dge comme 1’ostéoporose. Les figues de Barbarie ont un niveau élevé de
flavonoides, de polyphénols et de bétalaines qui agissent tous comme des composés
d’antioxydants et neutralisent les radicaux libres qui favorisent des dommages cellulaires avant
qu’ils ne contribuent a la mutation de cellules saines en cellules cancéreuses. La recherche
scientifique a attiré ’attention sur un type de pigment dite bétalaines connu pour son effet
antioxydant et anti-radicalaire. Cette bétalaine existe sous deux formes : bétaxanthine de
couleur jaune orangé et bétacyanine avec une couleur pourpre (Castellanos-Santiago & Yahia,
2008; Fernandez-Lopez, et coll., 2012). Des études sur ces composés ont démontré un risque
moins élevé de cancer chez les personnes qui ajoutent réguliérement ces types d’antioxydants
dans leur alimentation. Les caractéristiques phytochimiques et antioxydantes du Nopal en font
un bon mécanisme de défense contre les symptomes du vieillissement, 1’inflammation et
certains cancers (du colon et de la prostate). Des études réalisées sur des cellules intestinales

épithéliales co-traitées avec IL-1 et I’indicaxanthine (pigment du fruit de cactus) ont montrées




I’activation de NO synthase inductible et une réduction de I’expression des prostaglandines,
des ROS et de la cyclooxygenase-2 (Tesoriere, et coll., 2014).

Les extraits issues de cactus assurent des activités antimicrobienne, des études dans ce
sens ont démontré que 1’extrait méthanoique provoque la rupture de la membrane bactérienne
ce qui génére une augmentation de la perméabilité de la membrane avec la diminution du pH
et du taux d’ATP (Sanchez, et coll., 2010).

L’utilisation de la figue de barbarie les domaines de nutrition et agroalimentaire repose
sur leurs teneurs vitaminiques, protéiques et glucidiques, mais aussi sur la richesse en phénols
et flavonoides avec son action hypoglycémique, hypolipidémant et antioxydants (Osorio-
Esquivel, et coll., 2011; Schaffer, et coll., 2005).

Cette plante contient des colorants naturels utilisés dans le domaine agroalimentaire.
Les raquettes de cactus sont valorisé par leur conservation dans les boites de conserves en tant
que légumes tendres et les fruits au tant que confiture, jus et miel (Castellanos-Santiago &
Yahia, 2008; Strack, et coll., 2003).

Le cactus Opuntia ficus indica, est exploité dans le domaine cosmétique. Ainsi, les
raquettes de cactus sont utilisées dans la fabrication des shampoings et assouplissants pour les
cheveux, des cremes hydratantes et des baumes, leur huile est utilis¢ comme des préparations

anti age et anti rides naturels comme des sérums et cremes dermiques (Barka, et coll., 2013).
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V. Matériel et Méthodes

A.  Preparation des extraits issus de la raquette de cactus

La plante du cactus Opuntia ficus indica a été récoltée a maturité dans le mois d’Avril 2016
dans la région de Settat au Maroc dans le cactétum d’Ain Nzagh, installé au CRRA-INRA de
Settat. Ce site se trouve dans les environs de la ville de Settat & 7 km sur la route de Tnine Ouled
Bouziri, a 400 m d’altitude, une latitude de 32.95° et une longitude de 7.62°. La récolte a été
effectuée trés soigneusement d’une facon a ne pas détériorer les éléments organiques et
minéraux présents dans la plante. L’identification botanique a été faite en se basant sur les
études de classification botanique de cette plante déja réalisées dans notre laboratoire (EI
Kharrassi et coll., 2016) (EIKharrassi, et coll., 2015).

La partie de la plante Opuntia ficus indica qui est les raquettes ont été lavées a I’eau distillée,
séchées dans I’étuve a 50°C sous ventilation pendant 48 heures avec la Vvérification de la
stabilité du poids de la matiere au cours de séchage. La matiere séche est broyée délicatement
en poudre trés fine. La poudre de la raquette de cactus est gardée a 1’abri de lumiére et

I’humidité.

Un fractionnement dit liquide-liquide a été réalisé et ayant pour but d’obtenir un extrait brut
selon les propriétés physico-chimiques des deux phases liquides non miscibles. Les solvants
utilisés ont une polarité croissante a savoir : I’hexane (indice de polarité 0), le n-butanol (indice
de polarité 4), le chloroforme (indice de polarité 4.1) et ’acétate d’éthyle (indice de polarité
4.4).

Quarante grammes de la poudre des raquettes de cactus ont été mélangés solution de
méthanol a 80% (environ 400 ml), puis, une macération a froid a 4°C pendant 48 heures a été
réalisée. Apres cette étape de macération, le mélange a été filtré et le filtrat a été recueilli.

Dans une ampoule & décanter contenant le filtrat, nous avons ajouté de I’hexane (v/v). Aprés
avoir bien mélangé, la suspension est mise a décanter jusqu’a la séparation des deux phases. La

fraction hexanique a été récupérée dans un flacon en verre ferme et gardé a 4°C a I’obscurité.




Ensuite, un volume de chloroforme (v/v) a été ajouté a la deuxieme phase gardee dans
I’ampoule a décanter et ’étape précédente a été répétée. La fraction chloroformique a été
récupérée. Les mémes étapes d’extraction ont été réalisées pour I’acétate d’éthyle et pour le
butanol.

A I’issue de ces extractions, quatre extraits différents ont été obtenus & partir de la raquette
de cactus : successivement des extraits hexanique, chloroformique, d’acétate d’éthyle, et de
butanol.

En utilisant un rotavapor permettant une évaporation rotative, nous avons pu concentrer les
différents extraits afin d’obtenir un résidu sec qui est ensuite repris dans 20 ml d’une solution
de DMSO a 50%. L’ensemble de ces différents extraits finaux ont été gardé, jusqu’a leur

utilisation, a 4°C et a I’obscurité (Figure 12).
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Figure 12: Figure montrant les différentes étapes de préparation des différents extraits de la

raquette de cactus.
La préparation des extraits commence avec une macération de la poudre séchée avec le méthanol a 80% et se

termine avec la concentration des différents extraits par évaporation rotative comme indiqué ci-dessus.
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B. Culture cellulaire des cellules BV-2

Les cellules BV-2 dérivent des cellules murines microgliales immortalisées par 1’oncogéne
v-raf/v-myc et sont fréquemment utilisée pour se substituer a la culture de cellules microgliales
primaires (Banca-Biologica e Cell Factory ; catalogue no. ATL03001). Les cellules BV-2 sont
ensemencées a une densité de 120 000 cellules par puits en plaque 12 puits et 3*10° cellules
par puits en plaque 6 puits respectivement dans un volume de 1 ou 2 ml de milieu de culture
par puits. Elles sont cultivées en milieu DMEM (Lonza, Bale, Suisse) supplémenté avec 10%
de sérum de veau feetal « décomplémenté » (chauffé pendant 30 minutes a 56°C) (Pan Biotech
GmbH, Aidenbach, Germany), 1% d’antibiotiques : pénicilline (100 U/ml) /streptomycine
(100U/ml) (Pan Biotech GmbH) et Glutamate 2 mM. Le SVF a été « decomplémenté » pendant
30 minutes au bain marie a 56°C pour tous les milieux de culture. Les cultures BV-2 sont
maintenues a 37°C dans une atmosphére humide avec 5% CO-.

Aprés la mise en culture, les cellules arrivent a confluence (un tapis cellulaire qui occupe
environ 90% de la surface de la boite culture), les BV-2 sont récoltées apres incubation avec
une solution de trypsine a raison de deux fois par semaine. Les cellules sont décollées grace a
I’action de la solution de trypsine/EDTA (trypsine 0,05% ; EDTA 0,02%) (Pan Biotech
GmbH). Pour cela, les cellules sont rincées avec 5 ml de DPBS pour éliminer le milieu de
culture. Ensuite, 1 ml de solution trypsine/EDTA est ajouté par puits et la culture est incubée a
37°C pendant 2 min. Une fois les cellules décollées du fond du puits, du milieu de culture est
ajouté pour inhiber I’action de la trypsine. La suspension cellulaire est centrifugée a 200 g
pendant 5 minutes. Apres élimination du surnageant, le culot cellulaire est repris dans du milieu
frais DMEM complet.

C.  Mesure de la viabilité cellulaire par marquage au bleu de Trypan

Le bleu de Trypan est un colorant qui permet de distinguer les cellules vivantes des cellules
mortes puisqu’il colore en bleu le cytoplasme des cellules mortes.

Le surnageant (qui est le milieu de culture) contient des cellules mortes et certaines cellules
vivantes en suspension est conserve, puis les cellules adhérentes sont trypsinées et centrifugées
(comme décrit dans le paragraphe précédent). Le culot contenant les cellules vivantes et mortes
est re-suspendu dans du milieu de culture complet. Le nombre de cellule viable est déterminé

par comptage au microscope a contraste de phase en présence de bleu de Trypan en utilisant la
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cellule de Malassez. Ainsi, en utilisant cette méthode on peut déterminer le nombre des cellules

dans une suspension cellulaire donnée.

D.  Mesure de la cytotoxicité et de la viabilité cellulaire par le test MTT

Le test MTT est une méthode d’énumération des cellules vivantes, il s'agit d'un test utilisé
pour évaluer la viabilité et la cytotoxicité d'une substance aprés un traitement des cellules. Ce
test donne également une indication sur I’activité mitochondriale, il consiste a mesurer ’activité
de la succinate déshydrogénase mitochondriale.

Le MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl) -2,5- diphenyltetrazolium bromide, a tetrazole) de
couleur jaune est réduit en formazan violet dans les mitochondries de cellules vivantes.
L’absorbance de la solution colorée peut étre quantifiée a une longueur d’onde de 595 nm dans
un spectrophotometre. Cette réduction du MTT a lieu quand les déshydrogenases
mitochondriales sont actives et cette conversion est directement liée au nombre de cellules
vivantes (viables). L’effet d’une molécule sur la viabilité cellulaire peut donc étre apprécié
selon une courbe dose-réponse.

Aprés avoir réalisé le traitement cellulaire souhaité, le milieu de culture est éliminé et les
cellules sont incubées en présence d’une solution de MTT (0,05 mg/ml) diluée dans du milieu
DMEM complet a raison de 2 ml/puits pendant 3 ha 37°C. Ensuite, le milieu contenant le MTT
est éliminé, les cellules rincées avec 1 ml de DPBS, les cristaux de formazan insolubles ont été
dissous dans 1 ml de DMSO a 100% sous une agitation douce pendant 10 minutes. Enfin,
I’absorbance a été mesurée a une longueur d’onde de 595 nm a I’aide d’un spectrophotométre
lecteur de plaque. L’activité de la succinate déshydrogénase est déterminée par rapport a celle

des cellules contrdles.

E.  Mesure de I’adhérence cellulaire et de la viabilité par le test de

Cristal violet

Le cristal violet est un colorant qui s’accumule dans le noyau cellulaire, ce colorant préparé
dans une solution d’éthanol (cristal violet 1% dans éthanol 2%, Sigma Aldrich) qui fixe les
cellules et permet leur marquage. Le test de ’adhérence cellulaire et de 1a viabilité au cristal
violet consiste a marquer les cellules vivantes et qui restent adhérentes apres avoir éliminés les
cellules mortes non adhérentes.

Aprés avoir réalisé le traitement cellulaire souhaité, le surnageant contenant les cellules

mortes est éliminé et le tapis des cellules adhérentes est rincé une fois avec 500 ul de DPBS.
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Ensuite, une solution de cristal violet (Sigma Aldrich) est alors ajoutée en raison de 250pl /puit,
les cellules sont incubées a la température de 37°C pendant 5 minutes. Apres incubation, 3
lavages sont réalisés avec 500 pl de I’eau distillée afin d’éliminer 1’excés de cristal violet. Le
tapis cellulaire est alors séché, puis incubé sous agitation pendant 10 minutes dans une solution
de dissolution a base de citrate de sodium 0,1 M dans de I’éthanol 50%. Enfin, le cristal violet
présent dans les cellules est ainsi dissout et I’absorbance est mesurée a une longueur d’onde de
570 nm.

F. Mesure du monoxyde d’azote : test NO

Le monoxyde d’azote (NO) est un biomédiateur synthétisé par la famille des NO
synthases (NOS) composée de trois isoenzymes. Ces enzymes catalysent 1’oxydation de
L’arginine en N-hydroxyarginine, puis de celle-ci en NO. Cette réaction d’oxydation méne a la
formation du NO™ qui ensuite réagit avec I’enzyme pour former dans les conditions aérobies
une molécule de nitrite (Figure 13). Le réactif de Greiss réagit avec les nitrites formés et permet

donc, indirectement de mesurer du NO produit par les NO-synthases.
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Figure 13: Figure montrant I'un des mécanismes proposés pour I'oxydation de la N-hydroxyarginine
(NOHA) menant a la libération de NO par les NOS.

L ‘atome de fer héminique est réduit par un électron provenant du NADPH avant de fixer une molécule d’oxygéne.
Le peroxyde de fer formé réagit avec la NOHA pour former un intermédiaire qui se décompose en NO, citrulline
et atome de fer héminique. D aprés (Sennequier €t coll. 1998).

Aprés avoir réalisé le traitement cellulaire souhaité, le surnageant du milieu de culture
est conservé dans la glace. Une série de dilution en cascade d’une solution de nitrite de sodium
(NaNOy) allant de 100 uM jusqu’a 0,39 uM est préparée. Dans une plaque de 96 puits, 50 pl
de chaque dilution de gamme, 50 pl du surnageant cellulaire sont déposés. Un volume de 50 pl

du réactif de Greiss (Sigma Aldrich) est ajouté dans chaque puit. La plaque est ensuite incubée




a I’obscurité et a la température ambiante pendant 30 minutes. Enfin, I’absorbance est lue a une

longueur d’onde de 540 nm.

G.  Préparation des lysats cellulaires

Les protéines sont extraites a partir des cellules suite aux différents traitements réaliseés.
Pour cela, les cellules sont récoltées apres trypsination, dans un volume de 500 ul apres lavage
au PBS sans KCI (1X) (composé de : NaCl 137 mM, NaHPO4 10 mM et KH2PO4 1,76 mM)
puis récupérées par une centrifugation de 10 minutes a 200 g.

L’intégralité du surnageant de lavage est éliminée de fagon a obtenir un culot cellulaire sec
(ce dernier peut alors étre congelé a -20°C avant la lyse). La lyse des culots secs pour extraire
les protéines est réalisée avec un tampon RIPA compose de Tampon phosphate 25 mM pH 7,4,
NaCl 150 mM, SDS 0,1 %, 1% sodium déoxycholate a 10%, NP-40 1%. La lyse est réalisée
dans la glace, aprés une minute d’homogénéisation par un homogénéiseur a microtubes
(Dominique Dutscher), en incubant les cellules avec le tampon RIPA pendant 30 minutes. Les
lysats sont ensuite centrifugés 20 minutes a 12000 g a 4°C pour éliminer les débris cellulaires.
Le surnageant contenant les protéines est récupéeré dans de nouveaux tubes qui peuvent étre
stockés a -80°C pour une utilisation ultérieure.

Remarques : A cette étape, les lysats cellulaires doit directement étre utilisé pour la mesure
de I’activité ACOXL1 et conservé par la suite a -80°C pour les manipulations ultérieures. Les

lysats cellulaires doivent étre gardes dans la glace durant toute la manipulation.

La concentration en protéines totales des extraits cellulaires a été déterminée grace au Kit
BCA (Sigma Aldrich). Ce kit permet le dosage des protéines en utilisant I’acide
Bicinchoninique. Ce dernier est un composé coloré qui réagit avec les ions Cu(l) qui
proviennent de la réduction des ions Cu(ll) par les protéines. Ainsi, plus la concentration de
protéines est élevée et plus 1’absorbance du BCA est importante.

Le dosage est réalisé en plaque 96 puits avec 2,5 pL d’échantillon du lysat cellulaire
auxquels sont ajoutés 22,5 uL d’eau distillée, 200 puL d’un mélange BCA/Cu(ll) (50/1) est
ajouté dans chaque puits. Une gamme d’étalonnage est préparée a partir d’une solution de sérum

albumine bovine (BSA) allant de 0 a 25 pg de protéines par puits (le blanc étant remplacé par




de I’eau milli-Q). La plaque est incubée 30 minutes a 37°C puis I’absorbance du BCA est lue a

595 nm sur un spectrophotomeétre (MRX Revelation, Dynex).

H.  Le fractionnement subcellulaire complet des cellules

Le fractionnement subcellulaire consiste a séparer les différents compartiments
cellulaires a partir d’un homogénat cellulaire ou tissulaire. C’est un protocole réalisé en deux

étapes : I’homogénéisation et le fractionnement cellulaire par centrifugation.

L’homogénéisation

La premiére est une étape d’homogénéisation qui consiste a rompre la membrane plasmique
et pour se faire on met les cellules en suspension dans un tampon d’homogénéisation d’un pH
et d’une force ioniques connus.

L’homogénéisateur utilisé pour cette étape est un Dounce (tube de verre calibré) dans lequel
on place la suspension cellulaire récoltée dans le tampon puis un piston en verre. L’ensemble
des cellules passe entre le tube de verre et le piston, sera ainsi comprimée et éclatera, libérant
son contenu dans le tampon. On obtient un homogénat total avec tous les constituants de la
cellule. La plupart des organites restent intactes, mais sans précaution particuliere 1’appareil de
Golgi et le réticulum endoplasmique vont étre fragmentés sous forme de vésicules appelées

microsomes.

La Préparation et analyses des fractions subcellulaire

a) Fractionnement par centrifugation différentielle
La centrifugation différentielle permet la purification de ’homogénat en fonction de la
taille et de la densité de ses organites qui les constituent. Pour se faire, ’homogénat est
centrifugé par centrifugation différentielle permettant 1’obtention de différentes fractions
successivement a différentes vitesses. Pour chaque force centrifuge, les organites, en fonction
de leur taille et leur densité, se retrouvent dans le culot ou dans le surnageant qui est préleve
soigneusement et le culot est repris dans du tampon d’homogénéisation et si nécessaire gradé
dans la glace.
b) Purification par gradient de densité : par Gradient de Nycodenz
Cette technique consiste brievement a déposer une fraction subcellulaire obtenue par
centrifugation différentielle au sommet d’un gradient de Nycodenz obtenu en mélangeant deux

solutions de densités différentes dans le tube de centrifugation. Sous ’effet de la force




centrifuge, les différents organites cellulaires sédimentent migrent dans le gradient jusqu’a

atteindre une densité d’équilibre équivalente a leur propre densité (Figure 14).
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Figure 14: Figure qui montre en (A) la structure de Nycodenz, dérivé de I'acide tri-iodobenzoique.
(B) images des fractions dans un tube a centrifuger aprés centrifugation.
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Protocole du fractionnement complet des cellules BV-2 en culture

Ce protocole de fractionnement est réalisé selon la méthode de De Duve et coll. (De
Duve, et coll., 1955).

Au minimum 6 boites de Pétri (0,55 dm?#boite) a environ 80% de confluence sont

utilisées pour préparer les différentes fractions.

Au préalable, la veille de la manipulation un tampon d’homogénéisation A : saccharose

250 mM pH 6,9 est préparé et gardé a 4°C dans la chambre froide. Tous les tubes qui sont

utilisés pour cette manipulation ont été rincés avec du tampon et ont été gardés également

dans la chambre froide.

Le fractionnement subcellulaire complet des cellules BV-2 se déroule en plusieurs

étapes (Figure 15) comme suit :

(@]

(@]

o

Laver les cellules 3 fois avec 8 ml de DPBS a température ambiante

Laver les cellules 2 fois avec 8 ml du tampon A a 4°C

Ajouter 800 ul du tampon A par boite de Pétri

Décoller les cellules avec un grattoir (avec des mouvements de haut en bas,
de gauche a droite)

Récupérer les cellules dans un Dounce taré rincer les boites de Pétri et le

grattoir avec 1 ml du tampon A

( ]
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Homogénéiser les cellules BV-2 par 20 passages du piston A dans le
Dounce.

Centrifuger 10 minutes a 1000 g et a 4°C dans un tube de 15 ml. (Selon le
volume de la suspension cellulaire, voir le tableau 10.

Transférer le surnageant E1 par décantation minimale dans un tube de 15 ml
taré et garder le tube dans la glace.

Re-suspendre le culot dans 2 ml du tampon A glacé.

Ré-homogénéiser le culot par 20 passages au piston A dans le Dounce Tight.
Centrifuger a 1000 g et a 4°C. (le temps de la centrifugation dépend du
volume de la suspension cellulaire, voir le tableau 10.

Transférer le surnageant E2 par décantation minimale dans le tube de 15 ml
contenant déja le surnageant E1. Noter le poids total de la fraction et prélever
500 ul de cette fraction E pour les dosages et garder les tubes dans la glace.
Re-suspendre le culot N et noter le poids de la fraction.

Centrifuger la fraction E (E1+E2) a 5862 g (8000 rpm) a 4°C dans des tubes
rigides opaques a parois épaisses (en copolymere de polypropyléne,
Dominique Deutscher) compatible avec le rotor 70-Ti. (le temps de la
centrifugation dépend du volume de la suspension cellulaire, voir le tableau
10.

Transférer le surnageant par décantation minimale dans un tube rigide.
Re-suspendre le culot avec une baguette en verre dans 2 ml de volume final
du tampon A glacé.

Centrifuger la fraction pendant 2°24°’a 5862 g (8000 rpm) pour obtenir la
fraction M.

Aprés une décantation minimale du surnageant, re-suspendre le culot a la
baguette de verre dans du tampon A glacé. Noter le poids et garder la fraction
dans la glace.

Centrifuger le surnageant LPS a 46 000 g (25000 rpm) et a 4°C. (le temps
de la centrifugation dépend du volume de la suspension cellulaire, voir le
tableau 11.

Transférer le surnageant apres une décantation maximale dans un tube
rigide.

Re-suspendre le culot a la baguette en verre dans 2 ml final du tampon A

glacé.




Centrifuger la fraction pendant 2°52°” a 46 000 g (25000 rpm) pour obtenir
la fraction L.

Resuspendre le culot L a la baguette dans du tampon A glacé. Noter le poids
et garder la fraction dans la glace.

Centrifuger le surnageant PS pendant 45 minutes a 90100 g (35000 rpm) a
4°C pour obtenir la fraction P.

Transférer le surnageant par décantation maximale dans un tube de 15 mi
taré et noter le poids de la fraction S et garder-la dans la glace.
Re-suspendre le culot dans du tampon A glacé, noter le poids de la fraction
P et garder-la dans la glace.

Doser les différentes enzymes marqueurs des différentes fractions.

Tableau 10: Le temps de Centrifugation de la suspension cellulaire a 1000g en fonction de son

volume.

Volume de la suspension Temps de la centrifugation a
dans le tube 1000g
7 ml 9 minutes 16 secondes
6 ml 9 minutes 01 secondes
5ml 8 minutes 31 secondes
4 ml 8 minutes 01 secondes
3ml 7 minutes 47 secondes
2 ml 7 minutes 32 secondes

Tableau 11: Le temps de centrifugation nécessaire a chaque volume de fraction aux différentes

vitesses de centrifugation.

Volume de la Le temps de la Le temps de la
suspension centrifugation a 5862 g | centrifugation a 46000

dans le tube (8000 rpm) g ou 25000 rpm
2 ml 2 minutes 24 secondes 2 minutes 52 secondes
2,1 ml 2 minutes 27 secondes 2 minutes 54 secondes
2,2ml 2 minutes 30 secondes 2 minutes 56 secondes
2,3ml 2 minutes 33 secondes 2 minutes 59 secondes
2,4 ml 2 minutes 36 secondes 3 minutes 02 secondes
2,5ml 2 minutes 39 secondes 3 minutes 04 secondes
2,6 ml 2 minutes 42 secondes 3 minutes 06 secondes
2,7 ml 2 minutes 45 secondes 3 minutes 09 secondes
2,8 ml 2 minutes 48 secondes 3 minutes 11 secondes
2,9 ml 2 minutes 52 secondes 3 minutes 13 secondes
3ml 2 minutes 55 secondes 3 minutes 16 secondes




A I’issue de cette manipulation, 6 fractions ont été obtenues dites ENMLPS qui sont les
suivantes :
Fraction E  : Extrait de ’homogénat totale
Fraction N : Fraction Nucléaire enrichie en noyaux et cytosquelette
Fraction Mitochondriale lourde enrichie en mitochondrie
Fraction L. : Fraction Mitochondriale 1égére enrichie en lysosome et peroxysome
Fraction microsomale contient réticulum endoplasmique (microsomes),
appareil de Golgi et ribosomes.

Fraction soluble qui contient composant hydrosoluble du cytosol

La fraction « L » issue de fractionnement cellulaire des BV-2 est déposée sur un gradient
discontinu de Nycodenz (environ 700 pl), la solution commerciale de Nycodenz a été utilisée
a deux densités 1,07 et 1,28. L’ultracentrifugation est effectuée dans un rotor vertical SW55-
Tia 150 000 g (39 000 rpm) pendant 3 heures.

A la fin de la centrifugation les fractions sont collectées dont le volume, I’indice de
réfraction et la densité sont mesurés. Les fractions ont été collectées en coupant le tube par un
appareil de fabrication artisanale en 5 a 13 fractions.

a) Le calcul de la fréquence de chaque fraction

La densité (p) de chaque fraction est déterminée par un réfractomeétre, 1’indice de réfraction
(n) est utilisé dans le calcul de la densité des solutions de Nycodenz, selon la relation donnée
par le fabricant. Cette relation est la suivante :

p=3,242n-3,323
La fréquence moyenne de chaque fraction : Q/2Q. Ap. Q représente 1’activité mesurée
dans la fraction, XQ I’activité totale récupérée et Ap I’incrénent de densité entre les limites

supérieures et inférieures de la fraction.

Les concentrations protéiques des différentes fractions ont été mesurées selon la méthode
de Bradford (Bradford, 1976) (BioRad Protein Assay, BioRad), basée sur des mesures
d’absorbances a 595 nm, contre une gamme de BSA allant de 0 pg a 80 pg/puits (le volume
final de chaque essai est de 1 ml comprenant 200 pl de réactif de Bradford, 10 pl de fraction,
qsp 790 ul d’eau ultra pure). Le blanc a été réalisé avec 200 pul de Bradford auxquels sont ajoutés

800 pl d’eau ultra pure.
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L. Mesure des activités enzymatiques

Cette méthode, trés sensible, repose sur la mesure indirecte de 1’activité enzymatique car
elle repose sur la mesure de la fluorescence émise a 420 nm par un composé fluorescent excité
a 318 nm. Comme le montre la figure 16, ce composé fluorescent provient de la réaction de
peroxydation, catalysée par une peroxydase, entre une molécule d’H202 produite lors de la
réaction de B-oxydation catalysée par ’ACOXI1 et deux molécules d’acide homovanillique

(HVA) (Brocard et coll., 1993).
H (]
)\)'\/CM 0: Composés fluorescents
R S
N s
Nj\/&m Hz0: 2 acides Homovanilliques
s

Figure 16: La réaction enzymatique utilisée pour mesurer ’activité de I’ACOXI en présence
d’acide homovanillique et de peroxydase.

Le substrat, I’acyl-CoA, est oxydé par I’”ACOXI générant le 2-trans-énoyl-CoA correspondant et une molécule
d’H>0,. L’H,0; réagit avec la peroxydase en présence de deux molécules de HVA ce qui méne a la production
des composés fluorescents qui sont détectés a une longueur d’onde de 420 nm.

Dans un premier temps, une gamme ¢étalon d’H>O2>de 0 a 5 uM a été réalisée en préparant
un milieu réactionnel composé de tampon Tris HC1 IM 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%.
La réaction est déclenchée par I’addition des solutions d’H202 de concentration connue. Le
volume réactionnel final est de 200 pl. La mesure de la fluorescence a 420 nm de chaque
solution d’H20> apres réaction permet de tracer une droite d’étalonnage de la fluorescence en
fonction de la concentration en d’H20..

Dans un deuxiéme temps, la mesure de I’activit¢ ACOX1 a été réalisée en utilisant le méme
milieu réactionnel que précédemment dans lequel est ajouté du palmitoyl-CoA (PCoA) 0,5 mM
préparé dans une solution de BSA 1 mg/ml. La réaction est déclenchée par 1’addition de 10 ul
d’extrait cellulaire. La cinétique d’apparition de la fluorescence est mesurée a 420 nm toute les
30 secondes durant 120 cycles (cinétique de 60 minutes) grace a un fluorimétre a plaques

(Fluorimetre/ luminométre Infinite M200 pro, TECAN) thermostaté a 30°C. La vitesse initiale
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de la réaction est déterminée a partir des courbes cinétiques et le calcul de 1’activité spécifique

de ’ACOX]1 est exprimé en uM de H202 consommeé par minute par milligramme de proteine.

L’activité enzymatique de I'oxydation de PCoA insensible au cyanure est une autre méthode
pour mesurer ’activité de I’acyl-CoA oxydase 1.

(L’ion de cyanure est un poison cellulaire puissant de la chaine respiratoire, il inhibe la ré
oxydation du cytochrome C (ou le complexe 1V), ce qui privera le complexe Il de son
coenzyme et donc I’inhibition de son activité enzymatique, par manque de coenzyme QH2, les
enzymes utilisent moins de NADH et succinate et donc les complexes I, 111 et IV seront moins
actifs. L’inhibition de 1’activité d’un seul complexe parmi les cinq provoque I’inhibition de
toute la chaine respiratoire mitochondriale)

En effet, cette activité repose la capacité d’un extrait a réduire le NAD™ en présence d’acyl-
CoA (ici le PCoA) et de cyanure comme décrit par Lazarow et de Duve (1976). La cinétique
d’oxydation du PCoA a été évaluée par la mesure de 1’activité L-3-hydroxyacyl-CoA
déshydrogénase de 1’enzyme bifonctionnelle (L-BPE, deuxiéme enzyme de la B-oxydation
peroxysomale, Figure 7 p.49) utilisant le NAD* comme cofacteur qui sera réduit en NADH,H".
L’ACOXI étant I’enzyme cinétiquement limitante de la voie de B-oxydation peroxysomale, la
vitesse de réduction du NAD* par la L-BPE sera celle de I’oxydation du PCoA par I’ ACOX1.

La réduction de NAD™ est suivie par la mesure de I’absorbance a 340 nm dans un volume
réactionnel de 500 pl : 25 pl de lysat de cellules BV-2 ont été pré-incubés a 37 ° C avec un
mélange de 450 pl contenant du tampon phosphate 50 mM, pH 7,4, du DL-dithiothréitol (DTT)
12 mM, de la BSA 200 pg/ml, de la B-nicotinamide adénine dinucléotide hydratée (NAD")
0,2 mM et du cyanure de potassium 1 mM préparé extemporanément. La réaction est initiée par
I'addition de 25 pL de PCoA 50 mM (tous les réactifs provenaient de Sigma-Aldrich).

La cinétique de la réduction du NAD" est suivie par spectrophotométrie a 340 nm pendant
20 min a 37 ° C. La vitesse initiale de la réaction est exprimée en umol/min de NAD" réduit et

rapportée a la masse de protéine en mg (activité spécifique).




L’activité enzymatique de la catalase, correspondant a la dismutation du substrat H.O:
(peroxyde d’hydrogeéne) en eau et en dioxygene (Figure 17), est mesurée en suivant la

diminution de 1’absorbance a 240 nm par spectrophotométrie.

Catalase

2 HOp e H0 + O

Figure 17: La réaction enzymatique de la dismutation de I’H,0; catalysée par la catalase.

La préparation d’une solution fraiche d’H.02 400 mM est realisée a partir de la solution
commerciale a 30% (p/p) dans I’eau (sigma-Aldrich). La disparition de 1’H2O est suivie dans
un volume final de 200 pl contenant 190 pl de mélange réactionnel (Tris-HCI 1 M, pH 7, H20>
20 mM) et 10pl du lysat cellulaire (dilué si nécessaire). La cinétique de disparition de I’H20-
est mesurée en suivant 1’absorbance a 240 nm durant 2 minutes (40 cycles avec un intervalle
de 3 secondes chacun) grace a un spectrophotometre a plaques (Fluorimetre/ luminometre
Infinite M200 pro, TECAN). Enfin, la vitesse initiale de la réaction est déterminée a partir des
courbes cinétiques et le calcul de I’activité spécifique de la catalase est exprimé en uM d’H20:>

consommé par minutes par milligramme de protéine.

C’est une méthode de mesure d’activité enzymatique en point final. Le principe est de
mesurer la concentration finale d’H20, aprés action de la catalase, par sa réaction avec du
KMnOg4. En effet, le permanganate de potassium, de couleur violette, est oxydé en dioxyde de
manganése incolore par 1’H202 selon la réaction présentée dans la Figure 18. La concentration
de KMnOj restant aprés réaction totale de I’H20- est calculée a partir de la mesure de son

absorbance a 480 nm.

3H202 + 2ZKMNO 4 ey 2 MNO> +2KOH +20, +2H.0

Figure 18: la réaction enzymatique de I'oxydation de KMnQ4 par le H20;
Pratiqguement la réaction est suivie dans volume de 200 ul contenant 10 pl du lysat cellulaire
auquel 30 pl de la solution fraichement préparée de H.O2 a 7,3 mM est ajoutée. Le mélange est

ensuite incubé 3 minutes, temps correspondant a la dégradation de 1'H20: par la catalase




contenue dans le lysat cellulaire. La réaction est arrétée avec 20 pl d’acide sulfurique 6N.
Ensuite, 140ul d’une solution de KMnO4 a 2mM est préparée, placée dans I’injecteur du
spectrophotometre a plaques (Fluorimétre/ luminométre Infinite M 200 pro TECAN) pour
suivre I’oxydation de KMnOq par le H2O; restant dans 1’essai.

L’oxydation de KMnOs est une réaction rapide. Cette réaction d’oxydation est
proportionnelle a I’activité de la catalase.

Enfin, Pactivité spécifique de la catalase est exprimée en uM d’H20. consommées par

minutes par milligramme de protéine.

L’activité p-galactosidase, utilisée comme marqueur cytoplasmique lors du
fractionnement cellulaire, est mesurée avec le 4-Méthylumbelliferyl p-D-galactopyranoside
(MUG) comme substrat en point final (Peters, et coll., 1972). L’hydrolyse du MUG par la -
galactosidase libére du galactose et le compose fluorescent 4-methylumbelliferone (excitation
a 372 nm et émission a 450 nm). Pratiqguement, 10 pL des dilutions des différentes fractions
ENMLPS et du gradient Nycodenz, sont incubées avec 90 ul d’un mélange réactionnel composé
de tampon citrate 50 mM, pH 4,5, de Triton X-100 0,05% et du substrat MUG 5 mM (solution
meére préparée dans le DMSO). Les différents essais ont été incubes pendant 1 heure pour les
fractions ENMLPS et 3 heures pour les fractions du gradient dans un bain-marie a 37°C. Apres
le temps d’incubation, la réaction est arrétée en ajoutant 1,2 ml de solution de fixation (solution
B) (tampon glycine 50 mM, pH 10,5, EDTA 5 mM et Triton X-100 0,05%) par cuvette. La

fluorescence est lue a une longueur d’onde de 450 nm.

L’activité B-hexoaminosidase, utilisée comme marqueur lysosomal lors du
fractionnement cellulaire, est mesurée avec la 4-Méthylumbelliferyl N-acetyl-B-glucosaminide
comme substrat en point final (Peters et coll., 1972). L’hydrolyse de ce substrat par la f-
hexoaminosidase libére du N-acetyl-B-glucosaminide et le composé fluorescent 4-
méthylumbelliferone (excitation a 372 nm et émission a 450 nm). Le protocole réactionnel est
le méme que celui de I’activité p-galactosidase (chapitre 1V.1.5), avec le 4-MU-N-acetyl-p- D

glucosaminide 5 mM préparé dans le DMSO.




L’activité dipeptidyl peptidase I, portée par la Cathepsine-C et utilisée comme marqueur
lysosomal lors du fractionnement cellulaire, est mesurée avec la H-Gly-Arg-7-amido-4-
méthylcoumarine (H-Gly-Arg-AMC) comme substrat en point final (Hamer & Jadot, 2005;
Peters et coll., 1972). L’hydrolyse de ce substrat par la Cathepsine-C libere le dipeptide H-Gly-
Arg et le compose fluorescent 7-amido-4-méthylcoumarine (excitation & 350 nm et émission a
450 nm). Le protocole réactionnel est le méme que celui de I’activité B-galactosidase (chapitre
IV.1.5), le substrat et son activateur préparé comme suit: le substrat H-Gly-Arg-AMC
fraichement préparé 50 mM dans du tampon acétate 1 M pH 5. L’activateur est la

mercaptoéthylamine préparée dans un tampon acétate a 0,2 M, pH 5 et triton X-100 2%.

La cytochrome C oxydase est une protéine mitochondriale constituant le complexe IV. Le
dosage de son activité va donc donner une indication sur 1’enrichissement des fractions en

mitochondries. La réaction est catalysée par le complexe 1V est présenté dans la Figure 19.

Cytochrome C (réduit) + 3 O, > Cytochrome C (oxydé) + H:O

Figure 19: La réaction enzymatique de I'oxydation du cytochrome C

Le dosage consiste donc a suivre la disparition du cytochrome C réduit par la mesure de
de son absorbance a 550 nm, la vitesse de diminution de I’absorbance étant proportionnelle a
I’activité du complexe IV (Della Valle et coll., 2011; Leighton et coll., 1968) .

L’activité du cytochrome ¢ oxydase a été mesuré a la température ambiante en utilisant
du cytochrome c¢ oxydase 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.

La mesure de I’activité se fait par I’addition de 50 pl de chaque fraction a une cuve
préalablement remplie avec 1 ml de mélange réactionnel (cytochrome réduit a 90%). Ensuite,

la cinétique de I’absorbance est suivie durant 2 minutes a la longueur d’onde de 550 nm.

La mesure de I’activité a-glucosidase alcaline, réalisée dans les fractions en utilisant le

4-MU-a-D-glucopyranoside comme substrat a 5 mM, suit le méme principe et le méme




protocole que le dosage des enzymes marqueur des lysosomes (chapitres IV.1.6 et IV.1.7, p.101)
(Peters et coll., 1972).

L’activité DPP III, portée par une métallopeptidase, est utilisée comme marqueur du
cytosol lors du fractionnement cellulaire. Cette activité enzyme présente une activité maximale
a un pH compris entre 7,5 et 9,5. Le substrat utilisé est 1’H-Arg-Arg-7-amido-4-
methylcoumarin (H-Arg-Arg-AMC) (Peters et coll., 1972). L’hydrolyse de ce substrat par la
DPP 111 libére le dipeptide H-Arg-Arg et le composé fluorescent 7-amido-4-méthylcoumarine
(excitation a 350 nm et émission a 450 nm). Le protocole réactionnel est le méme que celui de
I’activité de la cathepsine-C (chapitre IV.1.7, p.102), avec le substrat H-Arg-Arg-AMC 250
MM preparé dans du tampon Tris-HCI 0,5M, pH 8.

Le western blot est une technique qui permet la détection, l'identification et la mesure

du taux d’expression de protéines spécifiques dans un échantillon biologique.

a) Extraction des protéines
(1) Extraction des protéines a partir des cellules
Les protéines sont extraites a partir des cellules BV-2 selon le protocole décrit dans la

section (G1. Préparation des lysats cellulaires dans matériel et méthode).

(2) Précipitation des protéines dans les fractions ENMLPS

Etant donnée la faible concentration en protéines (1 a 3 pg /ul) dans les fractions ENMLPS
issues d’un processus de fractionnement subcellulaire complet des cellules BV-2, une
précipitation des protéines est une étape.

Aprés avoir réalisé un dosage des protéines des différentes fractions par la méthode de
Bradford, le volume de chaque fraction correspondant a une quantité de 50ug (quantité qui doit
étre déposée pour le western blot) est prélevé dans un tube eppendrorfs. Un volume équivalent
en eau milli-Q est ajouté, puis, 4 volumes d’acétone glacé sont ajoutés (1’acétone est pré-incubé
pendant 24h a -20°C). Le mélange est alors fortement agité (vortex) pendant 3 minutes et incubé
1h30 a -20°C. Ensuite, le mélange est centrifugé a 20000 g pendant 20 minutes a 4°C. Le

surnageant est éliminé et le culot est laissé a sécher pendant 30 minutes a température ambiante.
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Enfin, le culot est solubilisé avec 30 & 50 pl de tampon de Laemmli (4x). La solution peut alors

étre utilisée ou congelés a cette étape.

b) Préparation des échantillons et Séparation des protéines en SDS-

PAGE (PolyAcrylamid Gel Electrophoresis)
Les échantillons sont préparés de fagon a déposer le méme volume dans tous les puits ainsi que
la méme quantité de protéines. Les échantillons protéiques issue des lysats cellulaires sont
préparés avec du tampon dénaturant (Tris HClI 250 mM, pH 6,8, glycérol 40%, pB-
mercaptoéthanol 20%, SDS 10%, quelques cristaux de bleu de bromophénol), un volume de
I’échantillon contenant les protéines (50 ug) et un volume d’eau ultra pure pour ajuster tous les
tubes au méme volume final. Les échantillons peuvent étre congelés a cette étape. Un gel de
séparation de 8 a 14% (selon le poids moléculaire de la protéine cible)
d’acrylamide/bisacrylamide (rapport : 37,5/1) et d’épaisseur 1 a 1,5 mm est d’abord coulé puis
un gel de concentration de 4% est coulé dans un systéme d’électrophorése (BioRad). Les
cinquante microgrammes de protéines sont deposes et concentrés dans le gel de 4% (Tris HCI
125 mM, SDS 0,1%, acrylamide/bisacrylamide 4%, pH 6,8) a 75V, puis séparés a 150V dans
le gel de separation (Tris HCI 375 mM, pH 8,8, SDS 0,1%, acrylamide/ bisacrylamide 8 a 14%).
Apres leur séparation, les protéines sont transferées sur membrane PVDF (Biorad) en milieu
liquide dans un tampon de transfert (Tris base 50 mM, acide borique 50 mM) sous I’action d’un

champ électrique de 100V pendant une heure et demi.

C) Détection des protéines et révélation

Les membranes obtenues sont ensuite incubées durant la nuit sous agitation dans une
solution de saturation de PBS-tween 20 0,1% (PBST), lait 5%. L’incubation avec les anticorps
primaires est réalisée dans différentes solutions en fonction de I’anticorps. Les membranes sont
rincées trois fois pendant 5 minutes a chaque fois avec du PBS1X puis incubées pendant 1 heure
sous agitation en présence les anticorps primaires diluées dans PBS1X tween-20 0,1% lait 5%
dans un sac d’hybridation. Les membranes sont rincées trois fois pendant 5 minutes a chaque
fois avec du PBS1X puis incubées pendant 1 heure en présence de 1’anticorps secondaire couplé
a la peroxydase HRP (Santa Cruz) dilué au 1/10000 dans PBS1X tween-20 0,1% lait 5%. Apres
3 nouveaux lavages de 5 minutes, la membrane est révélée en utilisant le kit Supersignal West
Femto Maximum Sensitivity (Fisher Scientific). Le signal est enregistré durant un temps

d’exposition qui varie en fonction de signal obtenu de 1 & 30 minutes avec 1’appareil ChemiDoc




XRS+ (BioRad) et pour certaines protéines, I’analyse de densitométre des bandes obtenues est

effectuée par le logiciel Image Lab (BioRad).

d) Déshybridation d 'une membrane
Il est possible sous certaines conditions, de révéler plusieurs protéines sur la méme
membrane (cas de la B-actine par exemple pour normaliser le signal). Dans ce cas, les
membranes déja utilisées, sont incubées ainsi avec un tampon acide de «stripping» (glycine-
HCI 25mM pH=2, SDS 1%,) (permettant de dissocier 1’anticorps primaire de son antigéne)
pendant 30 minutes a température ambiante sous agitation. Apres trois lavages de 5 minutes
dans du PBS1X tween-20 0,1%, les membranes sont a nouveau saturées pour y étre incubées

de nouveau avec d’autres anticorps primaires.

a) Extraction des ARN a partir des cellules

L’extraction des ARN est réalisée avec le kit RNeasy Mini Kit (Qiagen) selon les
instructions fournies du fabricant. Les culots cellulaires sont lavés au DPBS et centrifugé pour
éliminer les traces du milieu de culture puis un volume de tampon de lyse (buffer RLT) est
ajouté directement sur les cellules (adapté en fonction du nombre de cellules). Ensuite, un
volume d’éthanol a 70% est ajouté et le mélange est homogénéisé. Le lysat est alors passé sur
une colonne RNeasy spin placée dans un tube de 2 mL puis centrifugé 30 secondes a 8000g.
Cette étape permet de retenir les ARN dans la colonne. Deux lavages des colonnes sont
effectués avec le tampon RWL1 puis centrifugé 30 secondes a 8000g. Un nouveau lavage est
réalisé avec le tampon RPE (avec une centrifugation de 30 secondes a 8000 g pour laver la
colonne). La colonne est ensuite séchée par une centrifugation de 1 minute a 12000g puis cette
derniére est placée dans un nouveau tube Eppendorf. Un volume de 30 puL d’eau ultra-pure
(RNAse free) est ajouté dans la colonne puis une centrifugation d’une minute a 8000 g permet

de récupérer les ARN totaux. Les ARN peuvent alors étre congelés a -80°C.

b) Extraction des ARN a partir des tissus
L’ extraction d’ ARN a partir des tissus de souris est réalisée selon la méthode de

Trizol, en utilisant TRI Reagent @ (Sigma-Aldrich). Les fragments de tissus de foie ou de
cerveau ont été homogénéisés avec 1 ml de réactif TRI Reagent@, et incubé pendant 5 minutes

a une température (15 a 30°C), cette étape permet la dissociation compléte des complexes de




nucléoprotéines. Ensuite, 200 pl de chloroforme est ajouté, le mélange est mélangé par vortex
pendant 15 secondes, et incubé pendant 15 minutes a la température ambiante. Une étape de
centrifugation a 12000 g pendant 15 minutes a 4°C est réalisée. La phase aqueuse (surnagent)
qui correspond a I’ARN est transférée dans un nouveau tube. 500 ul d’isopropanol est ajouté,
le mélange est incubé a la température ambiante pendant 10 minutes et centrifugé a 12 000g
pendant 10 minutes a 4°C. Le précipité d’/ARN forme un culot au fond du tube, le culot est lavé
avec 1 ml d'éthanol & 75% puis centrifugé a 12000 g pendant 15 minutes. L’ARN forme un
visible granulé blanc. Le surnagent est retiré, et I’ARN est repris dans 50 pl de RNAase-free

water. Enfin, I’ARN est conservé a -80°C.

C) Dosage des ARN
Les extraits d’ARN doivent étre dosés au préalable pour pouvoir faire la RT-gPCR. Pour
cela, 2 uL d’échantillons sont placés sur le dispositif TrayCell (Hellma) et la densité optique
(DO) est lue a 260 nm et 280 nm par le spectrophotometre (UV-1800, Shimadzu). Le rapport
DO 260 nm / DO 280 nm doit étre situé entre 1,8 et 2,2. Ce rapport signifie que les échantillons
ne sont pas contaminés par des protéines. La valeur de la DO a 260 nm permet de calculer la

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

d) Reverse Transcription (RT) des ARNm

Afin de pouvoir quantifier les ARNm par gPCR, ces derniers doivent étre rétro-transcrits
en ADN complémentaires (ADNCc). Pour cela, aprés avoir dosés les ARNSs originaux, La RT est
réalisée avec le kit GoTag® 2-Step RT-qPCR System (Promega) selon les instructions fournies
du fabricant. Pour chaque condition on a : 5 pg d'’ARN, 1uL de Primer Oligo (dT)is, 1 pL
Random Primer et gsp 10ul de I’eau ultra pure (Nuclease Free Water). Ensuite, le volume est
apporté a 20 uL en ajoutant 10ul d’une mixture contenant : 1,54l Nuclease Free water, 4pl
GoScript™ 5X Reaction Buffer, 2ul MgCL, a 25mM, 1ul PCR Nucleotide Mix, 0,5ul
Recombinant RNasine® Ribonuclease Inhibitor et 1l de GoScript™ Reverse Transcriptase.
Les échantillons sont alors chauffés 5 minutes a 25°C puis 1 heure a 42°C (température de
réaction de la RT) et 15 minutes a 70°C (destruction de I’enzyme). Les ARN sont alors rétro-

transcrits en ADNCc et peuvent étre stockes a -20°C jusqu’a I’utilisation ultérieure.

e) Réaction de polymérisation en chaine en temps réel : gPCR
Le principe de la réaction de la PCR quantitative repose sur la quantification du niveau

d’expression d’un gene donné, apres transcription reverse de I’ARNm en ADNCc et une réaction




de PCR grace a la fluorescence émise par fluorophore qui s’intercale entre les brins de I’ADN
néosynthétisé au cours de cette réaction de PCR. Le fluorophore utilisé au cours de cette
réaction est le SYBRe Green. Les amorces murines utilisées pour chacun des genes amplifiés
ont été choisies PrimerBanK (Harvard Medical School). Le géne de référence utilisé code la
phosphoprotéine ribosomale acide PO (36B4) (http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/). Cette
méthode de PCR en temps réel nécessite le calibrage de la réaction et de 1’appareil par
I’amplification d’une gamme de dilution des ADNc. Des dilutions en série sont réalisées partir
d’un mélange de tous les produits de RT dilués. En effet, I’expression de ce géne ne doit pas

étre modifiée par les différents traitements appliqués sur les cellules.

f) Préparations des échantillons
La réaction de transcription inverse est réalisée dans un volume final de 20 pl auquel

80 pl de DNA Free water ont été ajoutés pour obtenir un volume final de 100 pl. A partir de ces
échantillons, une gamme de dilution a été réalisée pour servir de standard pour la réaction de
gPCR. Un volume de 25 pl de chacun des échantillons est prélevé et mélangé pour constituer
le premier point de gamme, nommeé arbitrairement « 1/64 ». Les points suivants seront réalises
par dilutions au %2 en cascade et donneront les points « 1/32 », « 1/16 », « 1/8 », « 1/4 » et
« 1/2». Les 75 ul de ADNCc restant de RT sont complété avec de DNA Free water a 225 pl.
Cette gamme permet de mesurer 1’efficacité¢ de I’amplification de chaque géne sur la
plaque de gPCR. En effet, pour une efficacité de 100%, il y aura un cycle d’amplification d’écart
entre chaque point de la gamme. Par exemple, le point a 1/2 aura 1 Ct de moins que le point au

1/4 et ainsi de suite. Une gamme est realisée pour chaque gene étudié.

0) Réaction de qPCR
Chaque échantillon est analysé en double dans des plaques 96 puits (Applied

Biosystems). Chaque puits contient un volume réactionnel de 12,5 pul constitué de la maniére
suivante : 6,25 ul de GoTaq® 2-Step RT-qPCR System (Promega), 2,5 ul d’ADNc (produit de
RT dilués) de 0,04 ul d’amorce sens (100 uM), 0,04 ul d’amorce anti-sens (100 uM). Le
volume final est de 12,5 L et la concentration finale des amorces est de 300nM.

La qPCR est effectué sur I’appareil StepOne Plus de (Life Science Technologies) avec
le programme suivant : La PCR débute par une étape de chauffage a 95°C pendant 10
minutes pour activer la Tag polymérase ; Ensuite, une étape de dénaturation qui se déroule en
40 cycles de 15 secondes chacun a 95°C suivie d’une étape d’hybridation-élongation pendant

1 minute a 60°C. Apres chaque Apres chaque réaction d’amplification, une droite d’étalonnage
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est établie indiquant I’efficacité de la réaction de PCR pour chaque couple d’amorces. Enfin,
un cycle passant de 60°C a 95°C pour faire une courbe de fusion. La courbe de fusion permet
d’évaluer la spécificité des amplicons obtenus.

Chaque produit d’ADN double brin synthétisé possede une température de fusion (Tm)
specifique. Apres le dernier cycle de PCR, la température est rapidement élevée a 95°C pour
dénaturer I’ADN double brin puis redescendue a 55°C, ce qui provoque la renaturation de
I’ADN. Ensuite, la température est augmentée lentement de 55°C a 95°C par palier de 0,5°C
toutes les 10 secondes. La fluorescence est lue en continu pendant cette augmentation
progressive de température. Le SYBR Green est fluorescent lorsqu’il est 1i¢ a I’ADN double
brin et lorsque la température augmente, I’ADN double brin se dissocie, les molécules de SYBR
Green sont libérées dans le milieu ce qui méne a la diminution progressive de la fluorescence.
La température a laquelle 50% de 1’ADN double brin est dissocié correspond a la température
de fusion (Tm : melting temperature) du produit synthétisé et pour I’amplification spécifique
d’un gene donné, un seul pic d’intensité variable doit étre observé sur la courbe de fusion.

Au niveau expérimental, la quantité de produit formé dépend d’un facteur primordial qui
est I’efficacité d’amplification (E) définie comme étant la proportion moyenne des molécules
d’ADN cible se dupliquant a chaque cycle d’amplification. Pour que la PCR soit exploitable,
I’efficacité doit étre comprise entre 90 et 110%. Cette droite d’étalonnage a pour équation Ct =
log (facteur de dilution) + Ct ADNc non dilués. Le Ct (« cycle threshold » ou cycle seuil) est
défini comme la valeur cycle pour laquelle la quantité de fluorescence dépasse de maniére
significative le seuil de détection de 1’appareil. En paralléle a cette gamme d’étalonnage, les
échantillons sont amplifiés et les valeurs de Ct obtenues sont reportées sur la droite standard.

L’efficacité de la réaction est calculée par le logiciel StepOne software.
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Résultats




Etudes des effets protecteurs des extraits de la
raquette de cactus -Opuntia ficus indica- sur les
fonctions peroxysomales des cellules BV-2
microgliales activées par des lipopolysaccharides
(Article)
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A. Introduction

Depuis tres longtemps et jusqu’a nos jours, le cactus, Opuntia ficus indica est utilisé
comme remede dans la médecine traditionnelle et également comme source de nutriments
végétaux dans de nombreux pays. Cette derniere décade, de nombreux travaux scientifiques ont
démontré le bénéfice potentiel de I'utilisation de cette plante dans la nutrition et la santé
humaine. Notamment, de nombreuses méthodes ont décrits la composition riche du cactus en
polyphénols, en vitamines, en acides gras polyinsaturés, en acides aminés et en oligoéléments
naturels (EI-Mostafa et coll., 2014).

Les conclusions d’un certain nombre études, menées in vitro et in vivo, s’accordent dans
leurs conclusions sur le fait que les extraits d’Opuntia ficus indica montrent des effets
antioxydants et anti-inflammatoires. Ces effets méritent d’étre explorés plus en avant sur le plan

pharmacologique et sur le plan thérapeutique (EI-Mostafa et coll., 2014). .

Actuellement, il est bien admis que I’inflammation et le stress oxydant sont des
phénomenes communs et jouant un réle crucial dans la pathogenese de nombreuses affections
humaines, notamment dans les maladies neurodégénératives. Parmi les cellules du systéme
nerveux, les cellules microgliales ont un réle central dans la neuroinflammation et dans la
physiopathogenese liées a ces maladies en produisant des molécules pro-inflammatoires
comme le TNFa, les interleukines 1 et 6, ainsi que le nitro-oxide NO (Pawate, et coll., 2004;
Perry & Teeling, 2013;Cunningham, 2013). La surproduction de ROS par la microglie
affecterait les neurones aboutissant a la neurodégénérescence (von Bernhardi, et coll., 2015).
L’activation de cellules microgliales par les lipopolysaccharides (LPS) induisent la mort des
neurones et des oligodendrocytes (Baud, et coll, 2005). En effet, les LPS, composants majeurs
de la paroi externe des bactéries Gram-négatif, sont constitués des trois entités : le lipide A, le
noyau (Core) et I’antigene-O. Ces molécules présentent souvent un intérét en médecine en
raison de leurs propriétés immun-modulatrices. La production de ROS par les cellules
microgliales activées par les LPS joueraient un réle majeur dans la neurotoxicité qui peut étre
largement atténuée en neutralisant le peroxyde d’hydrogéne et les anions superoxydes en
traitant respectivement par la catalase et la superoxyde dismutase (Wang, et coll., 2004; Nell et
coll., 2017) . Ces résultats révelent le role des enzymes antioxydantes, en 1’occurrence

peroxysomales comme la catalase.




B.  Objectif

L’objectif du travail réalisé dans ce chapitre a porté sur I’étude des effets antioxydants
et anti-inflammatoires des extraits issus de la raquette de cactus -Opuntia ficus indica- sur les
fonctions peroxysomales dans les cellules BV-2 de la microglie activée par quatre types
différents de lipopolysaccharides.

C.  Les lipopolysaccharides

Les lipopolysaccharides sont des composants distaux ancrés dans le feuillet externe de
la membrane externe bactérienne (Reeves, 1995), ils représentent 40% de la surface cellulaire,
c’est un complexe macromoléculaire responsable d’un ensemble des activités biologiques
(Joklik, et coll., 1984). Les lipopolysaccharides sont des molécules endotoxiques qui agissent
comme molécules de signalisation aussi capables de déclencher un processus inflammatoire
systémique. Actuellement, les structures moléculaires de différents types de
lipopolysaccharides issus de plusieurs espéces de bactéries Gram (-) ont été bien caractérisées
(Neidhardt, 1987). Ces composes possedent tous une architecture de base commune contenant
ainsi 3 regions. (i) Le lipide A : posséde un caractére hydrophobe, ¢’est la partie la plus active
des lipopolysaccharides et hautement endotoxique situé a la partie proximale du LPS et a
I’intérieure de la bicouche lipidique. (ii) Le noyau ou «core » : se divise en deux parties : un
noyau interne qui possede un caractere hydrophobe et un noyau externe avec un caractére
hydrophile. Le « Core » est de nature polysaccharidique forme un pont entre 1’antigéne O et le
lipide A ; et (iii) ’antigéne O : posséde un caractere hydrophile, composé des polysaccharides
situés a la partie distale du LPS, responsable de la spécificité de chaque stéréotype bactérien

représentant une sorte d’empreinte digitale des bactéries.

En fonction de la présence ou de I’absence de ces trois parties on distingue différentes
formes des lipopolysaccharides : (i) La forme complete de LPS « Smooth LPS » ou « LPS
Lisse » contient les 3 parties composantes des lipopolysaccharides ; (ii) La forme mutante de
LPS « Rough LPS » ou « LPS Rugueux » cette structure incompléte ne contient pas 1’antigene
O ; et (iii) La forme mutante de LPS « deep rough LPS » ou « LPS rugueux profond ». C’est
une forme dont la structure ne contient pas les des deux parties : 1’antigene O et le core
(Hitchcock et coll., 1986).

Plusieurs études ont montré que la structure du Lipide A est fortement conservée chez

les bactéries Gram (-) (Tanamoto et coll., 1984). La structure de I’antigéne O est extrémement




variable tandis que les structures de certaines régions du noyau central étaient fortement
conservées entre les différentes souches. Chez E. coli, il existe 5 types de noyaux connus : R1-
R2-R3-R4 et K-12 et chez Salmonella seulement deux noyaux semblables ont été décrits a ceux
de E. coli. Les structures des oligosaccharides des noyaux dans les deux souches sont différentes
mais le squelettes de base est un oligosaccharide linéaire de 6 unités de sucres courants : Kdo,
Hep, D-glucose, D-galactose (Heine, et coll., 2003; Zarrouk et coll., 1997)

Au cours des cing derniéres décades, les effets toxiques de LPS ont fait 1’objet de
nombreuses études afin d’avoir des informations supplémentaires nécessaires pour comprendre
la pathogénicité des différentes structures qui les composent. La structure de lipide A
responsable de la toxicité générée par le LPS différe d’une souche bactérienne a une autre. Le
Lipide A avec six chaines d’acides gras peut activer le systeme immunitaire par le biais du
récepteur TLR4. Cependant, un Lipide-A a 4 chaines ne peut pas activer le systéme
immunitaire. Or, cette partie du LPS peut assurer plusieurs activités biologiques a I’exemple de
(Brade, et coll., 1988):

e [L’activation d’adjuvant, du complément, des macrophages et des granulocytes
e L’induction de I’interleukine 1, de I’interféron et du facteur de nécrose tumorale

e L’induction des prostaglandines, des leucotriénes et de 1’activité pro-coagulante

A noter que la réponse et la sensibilité a I’endotoxicité du Lipide-A différe d’une espéce
animale a une autre. L’Homme étant 1’espece la plus sensible, alors que le lapin est la plus

résistante de ces especes (Szalo, et coll., 2006) .

Concernant 1’antigene-O qui est la partie immunogenique du LPS, assurant différentes

fonctions, on cite parmi celles-ci :

e La résistance a I’action du complément (Wilson, et coll, 2011).
e La résistance a la phagocytose (Wilson et coll., 2011)
e Le mimétisme moléculaire (Aspinall et coll., 1994).

e L’adhérence aux tissus de I’hote (Jacques, 1996).

Le LPS avec sa structure, sa composition complexe et ses systemes de biosynthese et de
transfert reste un composant capital et majeur de la membrane bactérienne. C’est un élément
dont la voie de biosynthése et les roles physiopathologiques restent a bien étudier et clarifier. 11
peut constituer une bonne cible non seulement pour la recherche fondamentale mais aussi pour

le secteur biopharmaceutique.
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Les lipopolysaccharides pourraient jouer un role important dans le processus
inflammatoire chez les patients atteints des troubles neurodégénératives telles que la maladie
d’Alzheimer, la sclérose en plaque et les leucodystrophies peroxysomaux. A faible
concentrations, les LPS peuvent étre bénéfiques mais a forte concentration, ils peuvent
provoquer un choc septique. Des études ont montré I’effet du LPS sur les fonctions
peroxysomales. En effet, ils peuvent altérer la composition de la membrane peroxysomale en
diminuant le nombre de peroxysomes dans le foie de rat et en augmentant 1’expression des
protéines peroxysomales. Nous avons montré une baisse de I’expression des génes impliqués
dans I’oxydation peroxysomale hépatique des acides gras chez les souris traitées aux LPS. Un
traitement des cellules gliales C6 du rat avec le LPS provoque une diminution de I’activité de
I’ACOX1 et de ’oxydation des AGTLC. Dans les fibroblastes de patients déficients en
ACOX1, le traitement avec le LPS induit une prolifération des peroxysomes suite a ’activation
des PPARa et de PGC-1a. Les données bibliographiques sur la nature du LPS utilisé dans les
nombreuses études réalisées pour 1’activation des cellules microgliales révélent une large
diversiteé de ces structures. Les LPS bien qu’ils partagent une architecture structurales globale
commune, des variations de leur architecture moléculaire exerceraient une forte influence sur
leurs activités biologiques ainsi que sur les différentes voies métaboliques qu’ils impactent. En
effet, les LPS activent la voie de signalisation du facteur nucléaire NFkB qui induit I’expression
de cytokines pro-inflammatoires TNFa et IL-6 (Kono et coll., 2009; Thiemermann, et coll.,

1995). Nous avons pu confirmer ces données dans nos expériences préliminaires pour cette




partie en traitant les cellules BV-2 avec une gamme de concentrations allant de 1 a 5 pg/ml de
LPS issus d’E. coli (0111.B4 et O55.B5) comme le montre la Figure 20.
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Figure 20: Le taux de sécrétion des cytokines (IL-6 et TNFa) dans le milieu de culture des cellules
BV-2.

La figure montre le taux de sécrétion des cytokines IL-6 et TNFo dans le milieu de culture des cellules BV-2
apres un traitement de 24 heures avec les LPS issus de E. coli(a) EC O111.B4 et (b) EC 055.B5. (n=3)

L’expression de deux cytokines pro-inflammatoires ont été mesurées dans les milieux
de culture de cellules BV-2. Les résultats montrent que les niveaux de I’intensité de la réponse

pour les sérotypes de LPS testés semblent étre équivalents aussi bien pour IL-6 que pour le




TNF-alpha. Ceci indique que ces 2 sérotypes activent de maniére similaire les cellules
microgliales BV-2. Cependant, il reste a savoir, malgré cette réponse inflammatoire
équivalente, si I’effet sur les fonctions peroxysomales est également équivalent quel que soit le
sérotype de LPS. Nous avons donc voulu étendre cette analyse a d’autres sérotypes et c’est ce
qui est présenté dans I’article suivant publié¢ dans la revue Molecules qui décrit a la fois la
réponse en termes d’activités peroxysomales de cellules microgliales vis-a-vis de quatre
sérotypes différents de LPS et les effets protecteurs d’extraits de cactus vis-a-vis des fonctions

peroxysomales.
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Abstract: In this study, we aimed to evaluate the antioxidant and anti-inflammatory properties of
Opuntia ficus-indica cactus cladode extracts in microglia BV-2 cells. Inflammation associated with
microglia activation in neuronal injury can be achieved by LPS exposure. Using four different
structurally and biologically well-characterized LPS serotypes, we revealed a structure-related
differential effect of LPS on fatty acid p-oxidation and antioxidant enzymes in peroxisomes:
Escherichia coli-LPS decreased ACOX1 activity while Salmonella minnesota-LPS reduced only catalase
activity. Different cactus cladode extracts showed an antioxidant effect through microglial catalase
activity activation and an anti-inflammatory effect by reducing nitric oxide (NO) LPS-dependent
production. These results suggest that cactus extracts may possess a neuroprotective activity through
the induction of peroxisomal antioxidant activity and the inhibition of NO production by activated
microglial cells.

Keywords: acyl-CoA oxidase 1; catalase; -oxidation; Escherichia coli; lipopolysaccharides; LPS;
nitric oxide; Opuntia; peroxisomes; Salnonella minnesota

1. Introduction

Excessive oxidative stress triggered by the generation of reactive oxygen species (ROS) has been
linked to aging, neurcinflammation and neurodegenerative diseases such as Alzheimer disease,
multiple sclerosis and peroxisomal leukodystrophies [1]. Microglia plays a central role in the
neuroinflammation and in the physiopathogenesis of these disorders by producing proinflammatory
molecules, such as tumor necrosis factor-oc (TNF-«), interleukin-1 and 6, and nitric oxide (NQO) [2—4].
Overproduction of ROS by activated microglia may affect healthy neurons thereby triggering
neurodegeneration [5]. It has been reported that conditioned media induced microglia-damaged
neurons [6] and that lipopolysaccharides (LPS)-activated microglia induced death of developing
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oligodendrocytes [7]. Furthermore, LPS activates microglia in the brain of animal models for sepsis [8].
Generation of ROS by LPS-activated microglia plays a key role in the triggered neurotoxicity [9], which
can be largely reduced by neutralizing the extracellular hydrogen peroxide and superoxide by catalase
and superoxyde dismutase treatment respectively [10,11]. Such results underlined the antioxidant role
of peroxisomal proteins, particularly catalase.

Interestingly, peroxisomes are increasingly recognized as potential regulators of oxidative
stress-related signaling pathways [12]. Hence, many peroxisomal enzymes catalyze redox reactions
with the generation of hydrogen peroxide as a by-product. Excessive generation of ROS is known
to disturb peroxisomal functions [13]. Peroxisome defect is associated with rare inborn errors of
peroxisomal metabolism and peroxisomal leukodystrophies are part of neurodegenerative diseases
with a progressive demyelination [1,14,15]. The origin of several of these leukodystrophies is
linked to the absence of functional peroxisomal p-oxidation of very long chain fatty acids (VLCFA)
due to the absence of one functional peroxisomal protein involved in the peroxisome biogenesis
(ie., Zellweger syndrome), in the transport or in the metabolism of VLCFA in the peroxisome
(i.e., x-adrenoleukodystrophy and acyl-CoA oxidase 1 (ACOX1) deficiency) [1,14,15]. The absence of
functional peroxisome caused progressive demyelination and recent data point out oxidative stress as
the first hit in the development of neurodegeneration and demyelination [16].

Numerous data are supporting the beneficial role of dietary antioxidant and anti-inflammatory
phytochemicals to reduce the deleterious effect of ROS and associated inflammatory processes
related to neurodegenerative diseases [17]. Opuntia ficus-indica, commonly referred to as prickly
pear or nopal cactus, is used in the sub-Saharan traditional medicine pharmacopeia and isolated
compounds from its different aerial parts (cladodes, flowers and fruits) revealed antioxidant, anticancer,
neuroprotective, hepatoprotective, and antiproliferative properties [17]. The cactus cladodes contain
vitamins, antioxidants and various flavonoids, particularly quercetin 3-methyl ether, a highly efficient
radical scavenger [18,19]. This supports the hypothesis that Opuntia ficus indica derived extracts might
alleviate neuronal damages resulting or not from microglial activation.

Previous reports related to the effect of LPS on peroxisome functions revealed that these
endotoxins altered peroxisomal membrane composition, diminished the yield of peroxisome fraction
in rat liver and enhanced peroxisomal proteins expression [20,21]. We have recently shown
down-regulation of genes involved in hepatic peroxisomal fatty acid oxidation (FAOx) in mice exposed
to LPS [22]. LPS strongly decreased the activity of ACOX1 and the oxidation of VLCFAs in rat C6
glial cells [23]. In ACOX1-deficient fibroblasts, LPS treatment induced the peroxisomes proliferation
through the activation of PPARx and PGC-1« [24]. Intriguingly, data compilation regarding the
nature of LPS used in the activation of microglial BV-2 cells revealed a great structural diversity
from the published literature, whenever LPS serotype is clearly indicated in the related papers [4]
(supplementary references). Recently, a systematic review of the in vivo experiments evidenced the
disparity in timing and intensity of the LPS-dependent microglia reaction [25]. Such disparity in
the generated data can be explained, in all likelihood, by the structural dissimilarity of LPS used
in these studies for microglia activation. Thus, the misinterpretation of results can be increased by
the great variation in the used conditions of cell culture and LPS serotype. LPS is derived from
the gram-negative bacteria, in which it is an integral component of the outer leaflet of the outer
membrane [26]. Figure 1A presents simplified structures of enterobacteria LPS. Indeed, LPS consist of
three parts: (i) The lipid A, composed of two p1-6-linked N-acetylglucosamines (GlcNAc) substituted
with six fatty acids (with chain length ranging from C12 to C16, buried in the bacterial outer membrane)
as ether amino or hydroxyl linkage and with phosphate esters. Lipid A structure varies between
bacterial strains in terms of fatty acids chain number, composition, phosphorylation and amination;
(ii) the core, a polysaccharide moiety (composed of 3-deoxy-D-mannooctulosonic acid, heptose, glucose,
galactose and GlcNAc with possible phosphorylation and amination), linked to the lipid A; (iii) and
the O-antigen, composed of repetitive units of polysaccharides, defines the serotype of bacterial strains
and can be composed of glucose, galactose, rhamnose, mannose or abequose [26].
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In the present work, we investigated the antioxidant and anti-inflammatory effects of
Opuntia ficus-indica cactus cladode extracts in LPS-activated microglia BV-2 cells. Four different
LPS serotypes with different lengths and structures (Figure 1B) were used to activate BV-2 cells [26-28]:
two E. coli LPS differ only in the O-antigen chemical composition (Figure 1B); and two LPS from
Salmonella minnesota strains (S. minnesota), one corresponds to the long form issued from the smooth
strain (5) and the second one results from defects in LPS biosynthesis leading to truncated “rough”
LPS chemotype, with the absence of O-antigen and a shortened core (Re form) [28]. The antioxidant
activity of the different cladode extracts was evaluated through the measurement of catalase and
ACOX1 activities, aiming to specify the preventive effect of cactus extracts on peroxisomal dysfunction
during LPS-dependent microglia activation, while the anti-inflammatory activity was tested with NO
production by BV-2 cells.

O-antigen core lipid A

A H

Simplified
structure of E. coli
H species LPS
H
B
[
B

= ————— & minnesota 5

u g E. coli 055:85

Figure 1. Structure of lipopolysaccharides. (A) Simplified structure of E. coli species LPS. LPS
consist of three parts: (i) Lipid A, composed of two pl-6-linked N-acetylglucosamines (GIcNAc)
substituted with six fatty acids (with chain length ranging from C12 to C16, buried in the bacterial
outer membrane, marked with small brackets) as ether amino or hydoxyl linkage and with phosphate

esters (“P”). Lipid A structure varies between bacterial strains in terms of fatty acids chain number,
composition, phosphorylation and amination (not shown); (ii) the core, a polysaccharide moiety
(composed of 3-deoxy-D-mannooctulosonic acid, heptose, glucose, galactose and GlcNAc with possible
phosphorylation and amination), is linked to the lipid A; (iii) the O-antigen, composed of repetitive
units of polysaccharides, defines the serotype of bacterial strains and can be composed of glucose,
galactose, rhamnose, mannose or abequose. (B) Schematic structures of LPS used in this study. Selected
LPS show different lengths or composition. Two LPS from Salmonella minnesota strains (S. minnesota)
were used, one corresponds to the long form issued from the smooth strain (S); and the second
one results from defects in LPS biosynthesis leading to truncated “rough” LPS chemotype, with the
absence of O-antigen and a shortened core (Re form) (Huang et al., 2012). E. cali LPS differ in the

O-antigen composition.

2. Materials and Methods

2.1. Chemicals

LPS were obtained from Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier, France (Escherichia coli O55:B5,
L.2880; E. coli O111:B4, L2630) and from Enzo Life Sciences, Villeurbanne, France (Salmonella minnesota
S-Form, ALX-581-020; S. minnesota R595 (Re), ALX-581-008).
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2.2. BV-2 Microglia Cell Culture

Murine microglial BV-2 cell lines (BV-2) were grown in a 5% CO; incubator at 37 °C in Dulbecco’s
modified Eagle medium (DMEM) supplemented with 10% (v/v) heat inactivated fetal bovine serum
(FBS) and 1% antibiotics (penicillin, streptomycin); culture medium was changed every 2 days. BV-2
cells were seeded on 6-well microplates at 5 x 10° cells/well for viability assay, 96-well microplates at
2 % 10% cells/well for the NO assay, 24-well microplates at 1 x 10° cells/well for catalase activity and
Western blotting analysis. Cells were treated with 10, 30 or 100 pug/mL of cactus cladodes extracts and
LPS at1 pug/mL dissolved in fresh DMEM with 5% of FBS.

2.3. Cactus Extracts Preparation

Four cactus cladode extracts were prepared with solvents of increasing polarity using hexane
and chloroform as non-polar solvents and ethylacetate and methanol as polar solvents [29,30]. Forty
milligrams of cladodes from Opuntia ficus-indica plants were dried at 50 °C for 48 h, grinded, macerated
with methanol 80% for 48 h and filtered. Filtrate was then successively extracted with hexane,
chloroform, ethylacetate and finally methanol. The four extracts were evaporated and residues were
dissolved in DMSO 50% and kept at 4 °C in darkness up to use.

2.4, MTT Assay

The cell proliferation and/or mitochondrial activity were measured using MTT
(3-(4,5-dimethyltrazol-2-y1)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) assay [31]. Cells, plated in 6-wells
plates, were treated for 24 h with the four different serotypes of LPS (1 or 2 ug/mL) or the four cactus
extracts (100 pg/mL). Cells were incubated for 2 h with MTT dye followed by the absorbance (Abs)

measurement at the 570 nm with a microplate reader.

2.5. Staining with Crystal Violet Assay

Quantification of the adherent cell was estimated by staining with crystal violet [32]. Cells were
seeded in 6-wells plates and treated for 24 h with the four different serotypes of LPS (1 or 2 ug/mlL)
or the four cactus extracts (100 pg/mL). At the end of treatment, cells were washed with phosphate
buffer saline, stained with crystal violet, rinsed with water and after methanol addition, the optical
density (OD) was measured at the 570 nm with a microplate reader.

2.6. Nitrite Assay

The production of NO was determined by measuring nitrite (NO, ) accumulation in the cell
culture media. BV-2 cells were pretreated with the four different cactus cladodes extracts at 10, 30 or
100 ug/mL for 4 h and then stimulated with 1 ug/mL LPS for 24 h. The accumulated nitrite in the
culture supernatant, used as an indicator of NO production, was measured using the Greiss reaction
method [33]. Each supernatant was mixed with an equal volume of the Greiss reagent (Sigma-Aldrich)
and the absorbance of the mixture was measured at the 540 nm with a microplate reader.

2.7. Preparation of BV-2 Cell Lysate

After treatment of BV-2 microglia cells with the four different cactus cladodes extracts and
with LPS for 24 h, cells were washed with PBS buffer and 1 x 10° cells were lysed in 50 uL
of Radioimmunoprecipitation assay (RIPA) buffer: 50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 1% NP-40, 0.5%
Na-deoxycholate, 0.1% sodium dodecylsulfate, 150 mM NaCl, 2 mM Ethylenediamine tetraacetic acid
(EDTA), 50 mM NaE Cells were placed in ice for 30 min and the lysate was cleared by centrifugation at
20,000 g for 20 min. Protein content was assessed by a bicinchoninic acid assay [34]. The supernatant
was stored at —80 °C until further use.
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2.8. Enzymatic Activity Measurement

For catalase activity measurement, 10 uL of BV-2 cell lysate was added to 190 uL of Tris HCI
buffer (pH = 7.4) containing 20 mM H;0; and the decrease of the absorbance was monitored at
240 nm for 2 min [35]. The change in absorbance with time was proportional to the breakdown of
H,0,. The catalase activity was expressed as units/mg of protein. ACOX1 activity measurement was

performed as described by Oaxaca-Castillo D. et al. [36].

2.9. Western Blotting Analysis

The BV-2 microglia were pretreated with the four different cactus cladodes extracts at 10, 30
or 100 ug/mL for 4 h and then stimulated with LPS at 1 pg/mL for 24 h; the cells were lysed in
lysis buffer. For Western blotting analysis, 30 g of protein was separated by 15% SDS-page and
transferred onto polyvinylidne difluoride (PVDF) membranes [37]. Membranes were blocked using
blocking buffer Tris-buffered Saline buffer containing 5% milk, 0.1% Tween 20 (TBST) and washed
three times with TBST 5 min each. Membranes were incubated with rabbit anti-catalase antibody
(1:1500) in 5% milk in TBST at room temperature for 3 h, washed three times with TBST, incubated
with a goat anti-rabbit secondary antibody coupled to horseradish peroxidase for 1 h and developed
using enhanced chemiluminescence (ECL) Western blotting detection (Santa Cruz Biothechnology, Inc.,
Heidelberg, Germany).

2.10. Statistical Analysis

Statistical analyses to compare two experimental groups were performed with an unpaired,
two-tailed, Student-t test (Excel software) for calculating the probability values; and data were
considered statistically different at a p-value of 0.05 or less.

3. Results

3.1. Effect of Different LPS on Mitochondrial Status and Viability of Microglial BV-2 Cells

A MTT test was performed to estimate the effect of different LPS on mitochondrial function and
BV-2 cells viability. The amount of formazan produced is proportional to the number of metabolically
active viable cells and involves the transfer of electrons to MTT by reducing molecules, such as
NADH [38]. Both LPS, at 1 or 2 pg/mL, from L. coli, showed after 24 h an increase in the mitochondrial
dehydrogenases activity. Only the smallest LPS from rough S. minnesota Re, with less oligosaccharides
units on the core region and missing the O-antigen part, enhanced the activity of mitochondrial
dehydrogenases (Figure 2A) after 24 h at the used concentrations of 1 or 2 ug/mL. A MTT assay also
reflects cell viability and proliferation under different LPS treatments. Regarding the obtained results,
we can conclude that LPS from both E. coli and S. minnesota Re were more prone to increase by 10% to
20% BV-2 cells viability and proliferation (Figure 2A). BV-2 microglial cells are reputed semi-adherent
cells in DMEM medium. As shown by a crystal violet assay (Figure 2B), treatment with structurally
different LPS had no significant effect on BV1 cell adhesion. This observation seems to be coherent
with the obtained results for the MTT test.




Molecules 2017, 22, 102 6of13

A [
140
n=6 L - . e 180 1 n=6 *
120 ¥ 120
] =
£ 2
3= Z £ a0
o 80 ﬁ <
E -:'o.' 28 =
B @ E'%
% == “
%0
w0 I
N ]
LPS ug/ml] 0 1 R i_2 L2 DMSD  Hexane Chioraform Ethylacetate n-butancl
8 E.Coli 0111:B4 E.Coli 055:85 5.Minnesota R, S.Minnessta S b Extract  Extract Dt Extract
140 140
n=6 n=6
120 120
= = 100 - *
s TT .
s E ® § £ =
Z8 25
Sw o Es w0
g %5
SR ® 58 w
w0 20
o4
LPS [pg/ml) 0 1 2 1 2 1 2 1 2 o

omMso Hexane Chlarclarm Ethylazetate n-butanol
E.Coli 0111:B4 E.Colf 055:B5 S.Minnesota R, 5.Minnesata § Extract Extract Extract Extract

Figure 2. Effect of LPS or cactus extracts on viability (MTT assay; A and C respectively) and on cell
growth (crystal violet assay; B and D respectively) of BV-2 microglial cells. Cells were treated for
24 h with the four different serotypes of LPS (1 or 2 ug/mL) or the four cactus extracts (100 pug/mL).
The results were the mean £ SD of the three independent experiments. Values were normalized to
the control and are given as percent of the control. The significance is shown with the Student-t test:
p < 0.05 for *; p < 0.01 for **; p < 0.001 for ***.

3.2. Effects of Cactus Cladode Extracts on Mitochondrial Status and Viability of Microglial BV-2 Cells

A MTT test was performed to estimate the effect of the four cactus extracts on mitochondrial
function and BV-2 cell viability. As shown in Figure 2C, the hexane extract and n-butanol extract have
an opposite moderate effect on BV-2 cell viability. The former decreased the viability by —30%, while
the latest increased BV-2 viability by +18%. On the other hand, using the crystal violet test, we showed
that only chloroform and ethyl-acetate extracts have a negative effect on growth and adherence of
BV-2 cells (Figure 2D). These negative effects were estimated to be —15% for the chloroform extract
and to be —20% for and the ethyl-acetate extract respectively.

3.3. Effects of Different LPS on Peroxisomal Functions in Microglial BV-2 Cells

Peroxisome organelle is characterized by the presence of more than a dozen oxidase-producing
H,0; as a by-product and also catalase as an H,O,-degrading enzyme. Hence, we measured in BV-2
cells, after LPS treatment, the activity of ACOX1, the rate-limiting enzyme of peroxisomal -oxidation,
and the activity of catalase, the peroxisomal antioxidant enzyme. Intriguingly, results showed that
different LPS impact ACOXT activity differentially and catalase activity. Thus, both E. coli serotypes,
0111 and O55 respectively, showed a dose-dependent decrease of ACOX1 activity in BV-2 cells after
24 h LPS treatment. ACOX1 activity was decreased by —25% to —35% with O111 E. coli serotype and
—18% to —35% for O55 E. coli serotype respectively. S. minnesota serotypes generally had a slight
(+13%) or no effect on ACOX1 activity (Figure 3A). By contrast, catalase activity was clearly decreased
with both S. minnesota serotypes treatments. In the presence (S) of O-antigen, the catalase activity was
decreased by —25% to —40%, relative to the control, while the absence of the O-antigen (Re) revealed
a 43% decrease of catalase activity. However, E. coli serotypes treatment exhibited a significant but
a relatively slight decrease estimated to be —12% to —20% for O111 E. coli serotype and —20% to
—25% for O55 E. coli serotype (Figure 3B). Thus, regarding the effect different LPS on peroxisome
functions, the effect of LPS on peroxisomal antioxidant function were inversely proportional to the
effect on the activity of peroxisomal B-oxidation in BV-2 microglial cells. The protein levels of ACOX1
and catalase were evaluated by Western blotting. As shown in Figure 4, except E. coli O111 serotype,
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which increases the catalase level by 1.4 to 1.7 fold, all the LPS serotypes decreased the level of catalase
(0.3 to 0.6 fold) in BV-2 cells. ACOX1 level was only slightly decreased by different LPS, except E. coli
0111 serotypes for which we can see an increased expression of ACOX1 (2 to 2.6 fold) as for catalase
(Figure 4).
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Figure 3. Enzymatic specific activities of (A) ACOX1 and (B) catalase were measured in BV-2 microglial
cells treated for 24 h with the four different serotypes of LPS (1 or 2 ug/mL). The results were the
mean =+ SD of the three independent experiments. Values were normalized to the control and are given
as percent of the control. The statistical significance was calculated with the Student-t test: p < 0.05
for *; p < 0.01 for **; p < 0.001 for ***.
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Figure 4. Expression levels of ACOX1 and catalase proteins were evaluated by Western blotting
analysis in BV-2 cell extracts after LPS treatment with the four different serotypes (1-2 ug/mL) for
24 h (A). Expression of protein was quantified by densitometry analysis and normalized to the 3-actin;
(B) and values represent the fold induction relative to the control.
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3.4. Effects of Cactus Cladode Extracts on Catalase Expression in Microglial BV-2 Cells

Intriguingly, extracts obtained with hexane, chloroform or ethyl-acetate decreased significantly
the catalase activity between —20% and —55% in BV-2 cells after 24 h treatment, except for the hexane
extract at the concentration of 100 ug/mL, showing an increase of 30% (Figure 5A). In the presence of
LPS (from Salmonella minnesota S serotype) (Figure 5B), low dose, at 10 ug/mL, of the hexane extract,
we observed a greater decrease (—45%) in catalase activity when compared to the LPS treatment alone.
However, higher concentrations of the hexane extract or different doses of the other Opuntia extracts
(chloroform, ethyl-acetate or n-butanol) reestablished catalase activity at the same or higher level than
the control (Figure 5B). Interestingly, treatment with different extracts had no significant effect on
catalase at the protein level (data not shown). This indicates that changes in catalase activity were the
result of the modulation of the enzymatic activity.
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Figure 5. Enzymatic specific activity of catalase was measured in BV-2 microglial cells treated for
24 h with the four different cactus extracts (10, 30 or 100 ug/mL) without (A) or in the presence of
Salmonella minnesota S LPS at 1 ng/mL (B). The results were the mean =+ SD of the three independent
experiments. Values were normalized to the control and are given as percent of the control. The
statistical significance was calculated with the Student-t test: p < 0.05 for * or ¥; p < 0.01 for ** or #¥;
p < 0.001 for *** or ##¥,

3.5. Anti-Inflammatory Effect of Cactus Cladode Extracts on NO Production in Microglial BV-2 Cells

To evaluate the anti-inflammatory protective effect of these cactus extracts, we treated microglial
BV-2 cells with different extracts at three concentrations: 10, 30 or 100 ug/mL (using DMSO as vehicle)
in the presence or absence of LPS from Salmonella minnesota S serotype. This serotype was chosen
because of its significant effect on catalase activity. After 24 h of treatment, different cactus extracts
induced a very slight production (up to 1 uM) of NO when compared to the control (Figure 6A). All
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extracts reduced the effect of LPS (24 h treatment at 1 ug/mL) on NO production in BV-2 cells, from
4.7 uM under LPS treatment alone to less than 2 uM in the presence of the cactus extract. However,
hexane and chloroform extracts were the most efficient in reduction of NO production induced by LPS,

with less than 1 uM of NO in a dose-dependent manner (Figure 6B).
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Figure 6. NO production (in uM) by BV-2 cells after 24 h treatment with the four different cactus extracts
(10, 30 or 100 pug/mL) without (A) or in the presence of Salmonella minnesota S LPS at 1 ug/mL (B)
evaluated by the Greiss test (NO production was determined by measuring nitrite (NO; ™) accumulation
in the cell culture media). The significance is shown with the Student-t test: p < 0.05 for *; p < 0.01
for ** or ##; p < 0.001 for -

4. Discussion

In this study, the antioxidant and anti-inflammatory properties of Opuntia ficus-indica cactus
cladode extracts were evaluated in microglia BV-2 cells. Different LPS were used to achieve BV-2
cell activation because of the structural heterogeneity of the used LPS serotypes in published studies,
whenever it was specified. Therefore, we decided to compare four different serotypes of LPS, which
were structurally and biologically well defined [26-28] and presenting a specific structural feature
in one of their three LPS parts (i.e., O-antigen, core and Lipid A). The E. coli and S. minnesota S LPS
serotypes differ only in the O-antigen part, while 5. Minnesota Re have no O-antigen and show shorter
oligosaccharidic chain length in the core part (Figure 1); the lipid A part is hexacetylated in E. coli
serotypes, while S. minnesota serotypes have an heptacetylated lipid A. We showed that three serotypes
revealed only a slight increase (10% to 15%) of BV-2 cells viability, except for S. minnesota S serotype.
Previous studies have shown a slight or no change in the viability of BV-2 cells after treatment with
E. coli O111:B4 chemotype [39]. Compared to the BV-2 cell line, primary microglia cells (isolated from
rat or mouse newborn brains) are more sensitive to this chemotype and show a significant reduction
of their viability as earlier as 2 h following LPS treatment [40,41]. For the E. coli O55:B5 chemotype,
reported results have shown no significant effect on BV-2 cell viability, but a decrease of primary
microglia viability [42,43]. To our knowledge, the effect of Rough chemotypes of S. minnesota on BV-2
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cells has not been described yet. However, in our study, only the Re S. minnesota chemotype induced a
slight increase in BV-2 cell viability.

Here, we showed, for the first time, a differential effect of LPS between two peroxisomal activities
(i.e., ACOX1 and catalase activities) in microglia BV-2 cells. Indeed, both E. coli serotypes 0111:B4
and 055:B5 reduced ACOX1 activity (—20% to —40%) but only slightly catalase activity (—10% to
—20%). However, BV-2 treatment with S. minnesota serotypes revealed a unique effect only on catalase
activity (—40%) and no effect on ACOX1 activity. It should be noted that lipid A (from E. coli) treatment
had no effect on ACOX1 activity (data not shown) indicating that the observed effect is not linked
to the lipid A moiety itself. In addition, the expression levels of both ACOX1 and catalase proteins
were reduced by all LPS except for E. coli O55:B5 serotypes. An earlier report from Khan et al. has
shown that the E. coli LPS inhibits the oxidation of VLCFA, leading to their accumulation in Cé
glial cells [44]. Later, the same group showed that the E. coli 055:B5 chemotype reduced drastically
the p-oxidation of VLCFA as well as the expression of ACOX1 and catalase transcripts in the fetal
rat brain after maternal LPS exposure [45]. Accordingly, endotoxin treatment deeply impacts liver
peroxisomes in a specific manner as other cellular organelles are less affected or not affected. Indeed,
Khan M. et al. showed that LPS from Salmonella typhimurium (structurally resembling the used E. coli
serotype in this study) augmented the ratio of cholesterol/phospholipids, the plasmalogen levels and
affected the fatty acid composition of the peroxisomal fraction [46]. The mechanism underlying this
specific remodeling of peroxisomal lipids is still unknown. Our result showing the LPS-associated
reduction of the peroxisomal ACOX1 activity may explain, at least partially, the perturbation of hepatic
peroxisome lipid structure and metabolism under LPS treatment, which seems to be completely
mediated by Kupffer cells, as liver resident macrophages [46]. Thus, the suppression of ACOX1
activity in microglial cells and its consequence on the peroxisomal capacity in the -oxidation of
VLCFA may have a deleterious effect on brain functions and must be associated to neuroinflammation
and neurodegeneration in peroxisomal leukodystrophies, including ACOX1 deficiency [47]. This
means that exposure of patients with peroxisomal disorders to bacterial infection may worsen their
metabolic dysregulation.

In an attempt to explore the therapeutic potentialities of cactus extracts, we showed here that
Opuntia cladode extracts prevent LPS-associated catalase activity decrease. This modulation of catalase
activity was at the level of the enzymatic activity. It has been shown that a 90-kDa glycoprotein
isolated from Opuntia ficus indica augmented catalase activity in mice liver [48]. Interestingly, different
cactus extracts used in this study revealed a strong preventive effect on the production of NO
by LPS in BV-2 cells. Our results underline the capacity of Opuntia cladode extracts to suppress
the inflammatory response induced by LPS in microglial cells, as reported for other cactus tissue
extracts [49]. In addition, in cultured mouse cortical cells, the Opuntia fruit extract significantly
decreased delayed neurotoxicity induced by N-methyl-D-aspartate-, kainate-, and oxygen-glucose
deprivation [50]. Thus, Opuntia ficus indica extracts might alleviate neuronal damages resulting from
microglial activation.

Collectively, in this study, we showed that cladode extracts from Opuntia ficus indica revealed an
antioxidant capacity in the modulation of peroxisomal catalase activity and clear anti-inflammatory
properties. In addition, the regulation of peroxisomal functions, regarding LPS exposure, is clearly
dependent on LPS chemotype; and LPS shape promotes differential responses between the peroxisomal
fatty acid B-oxidation and the peroxisomal antioxidant function.
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D. Discussion

L’étude présentée dans I’article avait pour objectif 1’évaluation des effets antioxydant et
anti-inflammatoires des différents extraits issus de la raquette de cactus d’Opuntia ficus indica
dans les cellules microgliales de BV-2. Les études bibliographiques réalisées pour la conception
des travaux de cette partie ont montré 1’utilisation des différents types de LPS pour I’activation
des cellules BV-2 chaque fois que cela a été spécifié. Nous avons décidé de comparer quatre
sérotypes de LPS bien définis sur le plan structural. Nous avons choisi deux types de LPS issus
de la souche bactérienne Escherichia coli et les deux autres issus de la souche bactérienne de
Salmonella minnesota. Les LPS utilisés pour cette étude sont différents par leurs longueurs de
la chaine d’antigéne-O et la structure du Lipide-A. La différence structurale de ces quatre types
de LPS utilisés est montrée dans la figure 1 de I’article. Cette étude a pour but de montrer
I’activité neuroprotectrice et 1’effet préventif d’extraits de la raquette de cactus par I’induction
d’une activité antioxydante peroxysomale et I’inhibition de la production du NO par les cellules

BV-2 de la microglie activée.

Nos résultats ont montré que trois sérotypes sur les quatre utilisés ne révelent qu’une
légere augmentation d’environ (10 et 15%) de la viabilité de cellule BV-2 aprés un traitement
de 24 heures et seul le sérotype de LPS issu de S. minnesota induit une augmentation de la
viabilité de ces cellules. Des études réalisées sur les cellules de la microglie primaire isolées du
cerveau de rat ou de souris ont montré une sensibilité au LPS de sérotypes issu d’E. coli
0111.B4 avec la réduction significative de leur viabilité uniquement aprés 2 heures de
traitement (Jung et coll., 2005; Liu et coll., 2001), et aucun effet sur leur viabilité apres le
traitement avec LPS E. coli 055.B5 (Song et coll., 2016; Wang, et coll., 2015).

A Tl’issue de notre étude, nous avons montré pour la premiére fois une réponse
différentielle en fonction du sérotype de LPS pour les deux principales activités
peroxysomales : ACOX1 et Catalase dans les cellules microgliales BV-2. En effet, le traitement
des cellules BV-2 avec les LPS issus d’E. coli O111.B4 ou d’E. coli O55.B5 réduit 1’activité
ACOX1 respectivement d’environ 20% et de 40% avec une légeére diminution d’environ 10%
et 20% de I’activité Catalase. Tandis que, le traitement de ces cellules avec les sérotypes de
LPS issus de S. minnesota n’a montré aucun effet sur I’activité d’ACOX1 mais un effet négatif
sur I’activité de la catalase. En présence (S) de I’antigene-O, 1’activité catalase diminue de -
25% a -40%, relativement aux cellules contrdles, alors que 1’absence 1’antigéne-O (Re), révele

une réduction de ’activité catalase de I’ordre de 43%. Dans ce sens, les études réalisées par




Khan et collaborateur sur des cellules gliales C6 traitées avec les LPS issus de E. coli ont montré
une accumulation des AGTLC, une diminution de 1’expression génique des transcrits
d’ACOXI et de la Catalase (Khan, et coll., 1998; Paintlia, et coll., 2008).

Le deuxieme volet de cette étude porte sur ’exploration du potentiel préventif des
extraits issus de la raquette de cactus. Nous avons montré que ces extraits empéchent la
diminution de ’activité de la catalase dans les cellules activées avec les LPS. Ces résultats vont
dans le sens des expériences menées par 1’équipe d’Oh et ses collaborateurs qui ont montré que
les extraits issus de la raquette de cactus empéchent la diminution de ’activité de la catalase
dans le foie de souris gréce a la présence d’une glycoprotéine dans ces extraits (Oh & Lim,
2006). Cette étude a montré aussi un effet préventif puissant sur la production de NO par le
LPS dans les cellules BV-2. Durant nos études, nous avons montré que les extraits de la raquette
d’Opuntia ficus indica révélent une grande capacité antioxydante et anti-inflammatoire dans la

modulation de I’activité de la catalase peroxysomale et des propriétés anti-inflammatoire.




Caractérisation d'une nouvelle lignée des cellules
BV-2 déficiente en Acyl-CoA oxydasel (ACOX1)
peroxysomale (Article)
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A. Introduction

Généralement, les maladies peroxysomales sont caractérisées par des perturbations des
fonctions du peroxysome soit a cause de déficience de la machinerie de biogenése
peroxysomale ; soit a cause du déficit d’une voie métabolique peroxysomale. La P-NALD est
une maladie caractérisée par un déficit dans les fonctions peroxysomales a savoir la B-oxydation
peroxysomale dont 1’acteur majeur est ’enzyme Acyl-CoA oxydase 1 (ACOX1) responsable
de la métabolisation d’un nombre important de substrats qui jouent un réle clé dans

I’homéostasie cellulaire.

A cause de la déficience en Acyl-CoA oxydase 1, le systéme de la B-oxydation ne peut
pas fonctionner normalement. Il en résulte une accumulation des AGTLC, un stress oxydant et
le déclenchement d’un processus inflammatoire. Les mécanismes reliant ces trois processus ne
sont pas encore élucidés. Afin, de comprendre ces mécanismes impliqués, nous avons
développé un modéle cellulaire pour étudier les liens entre le déficit du métabolisme
peroxysomal des lipides, le stress oxydant et I’inflammation. Ce mod¢le de cellules
microgliales BV-2 déficiente en ACOX1 a été tres recemment développé a Dijon par Quentin

Rass en utilisant une nouvelle technique d’édition génique CRISPR/Cas9 (Raas et coll. 2018).

L’objectif des travaux de ce chapitre est la caractérisation de cette nouvelle lignee
cellulaire microglialeBV-2 déficiente en ACOX1 peroxysomale. L’utilisation d’un sgARN
(single guide RNA) ciblant I’exon 1 du géne codant I’ACOX1 a permis, grace au systéeme de
réparation cellulaire d’ADN par recombinaison homologue directe, d’introduire une mutation
dans la séquence du gene Acoxl. Le séquencage par la méthode de Sanger a permis de
démontrer I’insertion d’un nucléotide T dans le cinquiéme codon de la région codante de
I’exonl, introduisant ainsi un décalage de la phase de lecture quelques nucléotides apreés le site
d’initiation de la transcription de I’ARNm Acox1. L’analyse par RT-qPCR a montré que le taux
d’ARNm Acox1l muté n’est pas modifié dans la lignée déficiente an ACOX1 (Raas et coll.
2018).

B.  Objectif

L’objectif donc de cette partie sera la caractérisation de cette nouvelle lignée microgliale
BV2 déficiente en ACOXI1 au niveau I’activité enzymatique et de ’expression de la protéine
ACOXI1, I’'impact de cette déficience sur la croissance et la morphologie cellulaire ainsi que

I’expression genes impliqués dans le métabolisme peroxysomal ou dans I’inflammation. Ce
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travail a fait partie d’une publication dans le journal Biochimica Biophysica Acta, Mol Cell Biol

Lipids en 2018, ou je suis deuxiéme auteur.

C.  Caractérisation des cellules BV-2 déficiente en ACOX1

1. Etude de la viabilité des cellules BV-2
a) Etude de la morphologie des cellules BV-2

Dans la présente étude nous avons utilisé deux types de cellules BV2 :

e Les cellules BV-2 de type sauvage (Wt : ce sont des cellules sauvages utilisées
comme témoin positif car elles expriment I’ACOX1). Ce type de cellules nous
permet de valider les expériences.

e Les cellules BV-2 (Acox1-/-) : Ce sont des cellules dont les deux alléles codant
pour ’ACOXL1 ont été tronqués par la méthode Crispr/Cas-9. Théoriquement

I’activité ACOX1devrait étre absente.

Pour évaluer I’effet de la diminution ou de I’absence de 1’activit¢ ACOXI1 sur la
proportion de chacune des formes cellulaires, une étude morphologique a été réalisée durant
une semaine sur les deux types des cellules. En effet, les cellules BV-2 peuvent exister sous
plusieurs formes : amiboide, unipolaire, bipolaire, tripolaire, multipolaire et plate (Figure 21).
L’apparition de formes polarisées et amiboides, adhérentes, est caractéristique de 1’activation

des cellules BV-2.

Multipolaire

Figure 21: Les différentes formes des cellules BV-2

Les cellules BV-2 qui ont été visualisées pendant I’expérience. Photo prise par microscopie optigue en contraste
de phase (x100). Les cellules non activées et non adhérentes se présentent sous la forme « plate », puis une fois
activées, elles de polarisent en cellules de forme uni-, bi-, tri- et multipolaire et deviennent plus adhérentes.




Ainsi, chaque type de cellules BV-2 a eté mis en culture et la proportion de chaque
forme cellulaire a été calculée aprés comptage a cing temps de culture (6h, 24h, 48h et 72h)
(Figure 22).
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Figure 22 : Résultats de I’étude morphologiques des cellules BV-2 Wt et ACOX1(-/-) présentant les
proportions des différentes formes cellulaires des cellules BV2 en fonction du temps.

La proportion (en %) des différentes formes cellulaires est présentée. Les encarts représentent un agrandissement
des données pour les formes cellulaires peu fréquentes. En A les cellules BV-2 Wt, en B les cellules BV-2
ACOXL1 (-/-). Des cellules Wt et ACOX1 (-/-) ont été mises en culture dans du milieu de culture DMEM a 10%
SVF et 10% antibiotiques dans les plagues 24 puits en raison de 2.10* cellules/ puits pendant 96 heures. Au bout
de chaque temps trois photos des cellules au grossissement x40 ont été prises a 6h, 24h, 48h et 72h.




La Figure 22 présente les résultats de I’étude morphologique des cellules BV-2 Wt et
ACOX1(-/-) au cours de temps. Les résultats de cette étude montrent qu’aucune différence
flagrante n’est observée entre chaque type de cellules du point de vue des formes
morphologiques. Elles ont toutes une proportion cellules de forme amiboide qui est largement
majoritaire (supérieure a 80%) par rapport aux cellules de formes différenciées. Cependant il
semblerait que plus on avance dans le temps, plus la proportion de formes différenciées
augmente (visible par la diminution de la proportion de forme amiboide a 72h).

b) Etude de la croissance cellulaire : les cellules BV-2 ACOX1(-/-)
croissent plus lentement

Afin d’évaluer ’effet de 1’absence de ’activité ACOX1 sur la viabilité des cellules BV-2,
une étude a été réalisée durant une semaine sur les deux types des cellules. Ainsi, chaque type
de cellules BV-2 a été mis en culture pour une durée de 96h et le nombre de cellules a été
mesuré par comptage pour cing temps de culture (6h, 24h, 48h, 72h et 96h) en utilisant le bleu
de trypan comme colorant des cellules mortes. La Figure 23 montre les résultats de la cinétique
de croissance de ces cellules BV-2 (Wt et ACOX1(-/-)) au cours du temps.

Le suivi de la viabilité des cellules au cours du temps est réalisé dans du milieu de
culture DMEM supplémenté du 10% SVF et 1% antibiotique, le milieu n’a pas été changé
durant les 96 heures de la manipulation. Au cours de ce temps, on a remarqué un changement
de couleur du milieu qui passe au fur et a mesure du rouge a 1’orange, puis au jaune, cela montre

une acidification du milieu due a la consommation des nutriments par les cellules.




Cinétique de croissance des cellules BV-2 (Wt /Acox1 (-/-))
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Figure 23: Cinétique de croissance des cellules BV-2 (Wt — ) et BV-2(ACOX1(-/-) —).

Les cellules BV-2 Wt et ACOX1 (-/-) ont été mises en culture dans du milieu de culture DMEM a 10% SVF et 10%
antibiotiques dans les plaques 24 puits en raison de 2.10* cellules/ puits pendant 96 heures. Au bout de chaque
temps les cellules ont été récupérées dans du tampon DPBS et comptées en utilisant le bleu de trypan et la cellule
de Malassez (n=6).

Pour chaque type de cellules BV-2 (Wt et ACOX1(-/-)), 6 heures apres la culture, on
observe qu’il y a une faible augmentation du nombre de cellules, puis une stabilité de croissance
entre 6 h et 24 h, cette stabilité est due a 1’adaptation des cellules au milieu de culture et au
temps que mis ces cellules pour adhérer aux boites de culture. Entre 24h et 72h, ¢’est la phase
d’accélération qui débute, suivie de la phase exponentielle de croissance, les cellules se mettent
a proliférer, les conditions sont favorables, car le milieu est encore riche en nutriments et elles
possédent de la place sur le fond du puits. Au bout de 72h les cellules Wt et les cellules
ACOX1(-/-) entrent en phase stationnaire. Il apparait que les cellules BV-2 (ACOX1(-/-)) ont
une cinétique de croissance plus lente les cellules BV-2 Wt et une phase stationnaire atteinte
pour un nombre de cellules moindre (7,98.10° cellules pour les BV-2 (ACOXZ1(-/-)) contre
1,68.10° cellules pour les cellules BV-2 Wt). Cela signifie que le temps de doublement des
cellules BV-2 (ACOX1(-/-)) est 2 fois plus long que les cellules BV-2 Wit.
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a) L’absence d’ACOXI diminue la viabilité cellulaire
Afin d’évaluer la viabilité cellulaire, TD’activit¢ de la succinate déshydrogénase
mitochondriale des cellules BV-2 Wt et ACOX1(-/-) a été mesurée par le test MTT. La Figure

24 montre les résultats de ce test.

Viabilité des cellules BV-2 (WT et ACOX1(-/-))
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Figure 24: Viabilité des cellules BV-2 (Wt) et (ACOX1(-/-)) évaluée par la mesure du niveau de
Dactivité de la succinate déshydrogénase mitochondriale (Test MTT).

Les cellules Bv-2 Wt et ACOX1(-/-) ont été mises en culture dans du milieu de culture DMEM a 10% SVF et 10%
antibiotiques dans les plagues 6 puits en raison de 5*10° cellules/puits pendant 24h, puis le test MTT a été réalisé
(n=3, * p<0.1).

Les résultats de ce test montrent que, en référence au niveau basal de 1’activité succinate
déshydrogénase mitochondriale des cellules BV-2 Wt (100%), une diminution de 1’activité de
la succinate déshydrogénase des cellules BV-2 ACOX1(-/-) d’environ 30% est observée par
rapport aux cellules BV-2 Wt.

b) L’absence d’ACOXI diminue [’adhérence cellulaire
Afin de comparer le niveau d’adhérence des cellules BV-2 Wt et ACOX1(-/-), le test au
cristal violet a été réalisé pour comparer 1’adhésion des cellules. La Figure 25 montre les

résultats de ce test.
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Figure 25 : Adhésion des cellules BV-2 (Wt) et (ACOX1(-/-)) mesurée par marquage au cristal
violet.

Les cellules BV-2 Wt et ACOX1(-/-) ont été mises en culture dans du milieu de culture DMEM a 10% SVF et 10%
antibiotiques dans les plaques 6 puits en raison de 5.10° cellules/puits pendant 36 heures. Au bout de temps de
croissance, la coloration au cristal violet a été réalisé (n=6, ** p<0.05).

Les résultats montrent une diminution de I’adhésion des cellules BV-2 (ACOX1(-/-))

d’environ 20% est observée par rapport aux cellules BV-2 (Wt).

Afin de comparer la production de NO dans les cellules BV-2 Wt et ACOX1(-/-), les
cellules ont été mises en culture pour une durée de 48h et 72h sans changer le milieu de culture,
puis le test NO a été réalisé a chaque temps en utilisant le réactif de Greiss. La Figure 26 montre

les résultats de ce test.

A 48h de culture une diminution de 20% est observée dans la production de NO entre les deux
lignées cellulaires. Par contre, a 72h, le taux diminue pour les deux lignées cellulaires respectivement
de 37% et 96% pour les cellules BV-2 (Wt) et les cellules BV-2 ACOX1(-/-). De maniére tres
intéressante, une diminution de la production du NO supérieure a 70% est observée pour les cellules
BV-2 (ACOX1(-/-) par rapport aux cellules BV-2 (Wh).
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Figure 26: niveau de production de NO par les cellules BV-2 Wt et ACOX1(-/-).

Les cellules BV-2 Wt et ACOX1(-/-) ont été mises en culture dans du milieu de culture DMEM a 10% SVF et 10%
antibiotiques dans les plagues 6 puits en raison de 5.10° cellules/puits pendant 48 et 72 heures. Au bout de chaque
intervalle de temps, le test NO a été réalisé (n=6, * p<0.1, ** p<0.05).

Afin d’évaluer I’effet pro-inflammatoire de la déficience en ACOX1 des cellules BV-2, une
mesure de cytokines inflammatoires libérées dans le surnageant du milieu de culture a été
réalisée aprés 48 heures de culture. Ce travail a été réalisé en collaboration avec Stéphane
Mandard (MCU Biochimie) du laboratoire INSERM U866 de Dijon. Les résultats de cette étude

sont présentés dans la Figure 27.

En analysant les résultats de la mesure des cytokines inflammatoires libérés dans le milieu

de culture des cellules BV-2, on remarque ainsi :

e Pour les interleukines 1B, 6 et 10, aucune différence significative n’est observée dans
leur libération entre les deux types cellulaires Wt et ACOX1(-/-). Il est a noter que le
niveau de la production de 1’IL-10 est plus élevé que celui de I’IL-6 et de I’IL-1p
( Figure 27 a).

e Pour TNF-a : il est & remarquer que le taux de TNF-a libéré par les cellules BV-2
ACOX1(-/-) est diminué de 65% par rapport au BV-2 Wt (Figure 27 b).




e Pour INF-8 aucune différence significative du niveau de production n’est remarqué
entre les deux types de cellules BV-2 Wt et ACOX1(-/-) (Figure 27Db).

e Pour MCP-1: le taux de libération de cette cytokine par les BV-2 ACOX1(-/-) est

environ quatre fois la quantité libérée par les cellules BV-2 Wt a I’état basal (Figure 28).
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Figure 27: Figure montrant le niveau de I’expression des cytokines inflammatoires par les cellules
BV-2 Wt et ACOX1(-/-)).

En (a) le niveau d’expression de la famille des Interleukines IL-18, IL-6 et IL-10 ; en (b) [ ’expression de TNF-o. et
INF-6. Les cellules BV-2 Wt et ACOX1(-/-) ont été mises en culture dans du milieu de culture DMEM a 10% SVF
et 10% antibiotiques et le surnageant a été récupéré 48 heures. (n=3, *** p<0.001)
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Figure 28: Figure montrant le niveau de I’expression des cytokines inflammatoires par les cellules
BV-2 Wt et ACOX1(-/-)).

Le niveau d’expression MCP-1. Les cellules BV-2 Wt et ACOX1(-/-) ont été mises en culture dans du milieu de
culture DMEM a 10% SVF et 10% antibiotiques et le surnageant a été recupéré 48 heures. (n=3, *** p<0.001)

La mesure de ’activité catalase des cellules BV-2 ACOX1(-/-) a été réalisée en paralléle a
I’activité de cette enzyme chez les cellules BV-2 Wi, la Figure 29 montre les résultats de cette

mesure. Ces résultats montrent une augmentation significative de 2,25 x du niveau de cette

activité dans les cellules BV-2 ACOX1(-/-) par rapport aux cellules Wt.
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Figure 29: Figure montrant activité spécifique de la catalase des cellules BV-2 Wt et ACOX1(-/-).
Les cellules BV-2 (Wt, ACOX1(-/-)) ont été ensemencées dans des plaques 6 puits en raison de 3*10° cellules/puits
pendant 12h, aprées avoir préparées les Lysats cellulaires ; I'activité de la Catalase a été mesurée a 240 nm, la
figure montre I'activité Spécifique de la Catalase des cellules BV-2 (n=4, *** p<0.001).

L’étape nécessaire de la caractérisation des deux types cellulaires BV-2 Wt et ACOX1(-/-)
consiste a Vvérifier 1’absence de D’activité acyl-CoA oxydase 1. La mesure de 1’activité
enzymatique pour le palmitoyl-CoA (C16:0) a été réalisé par une méthode spectrophotométrie

en suivant la réduction du NADH sur les extraits cellulaires des deux types cellulaires.

La mesure de I’activit¢ ACOX1/Enzyme Bi-fonctionnelle des cellules BV-2 ACOX1(-/-) a
été mesurée et comparée par rapport a 1’activité de cette enzyme chez les cellules BV-2 Wt. La

Figure 30 montre les résultats de cette mesure. Ces résultats montrent une trés faible activité
de cette enzyme dans les cellules BV-2 ACOX1(-/-) qui est de (1,78.10-10 pmol/min/mg) par
rapport aux cellules Wt (2,8.10-9 pumol/min/mg). Cette activité résiduelle peut étre le bruit de
fond du test.
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Oxydation du PCoA dans les cellules BV-2 Wt et ACOX1 (-/-)
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Figure 30: Figure montrant lactivité de I’oxydation du Palmitoyl- CoA des cellules BV-2 Wt et
ACOXL1(-/-).

Les cellules BV-2 (Wt, ACOX1(-/-)) ont été ensemencées dans des plagues 6 puits en raison de 3*10° cellules/puits
pendant 12h, aprés avoir préparées les Lysats cellulaires ; I'activité de [’oxydation du Palmitoyl-CoA a été
mesurée, la figure montre cette activité dans les cellules BV-2 (n=2).

Evaluation de I’expression de la protéine ACOX 1 et Catalase

Pour confirmer les résultats de la mesure de P’activité ACOX1 et Catalase des cellules

BV-2, la présence de la protéine ACOX1 a été testé par western-blot (Figure 31).

Les cellules BV-2 Wt montrent une bande de 72 kDa caractéristique de I’ACOXI1 et une
bande de 66 kDa caractéristique de la catalase. Les cellules BV-2 ACOX1(-/-) montrent une
intensité faible pour la bande ACOX1.
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Figure 31: Figure montrant expression protéique de ’ACOXI et de la Catalase par Western blot
dans les cellules BV-2 Wt et ACOX1(-/-).

Sur la photo (a), la protéine ACOX1 est caractérisée par une bande a 72 kDa et la catalase avec une bande a 66
kDa. Les extraits cellulaires obtenus dans les types de cellules BV-2 ont été séparés par électrophorese en gel de
polyacrylamide en présence de SDS puis transférés sur une membrane de PVDF et immun-détectés avec
I’anticorps anti-ACOX1 et anti-Catalase. La membrane a été ensuite dépouillée et exposée a l’anticorps anti-f3-
actine. (b) Analyse de la densité relative des bandes par rapport a celle de la S-actine en (b) pour I’ACOXI et en
(c) pour la Catalase avec le logiciel Image Lab. Les barres d’erreurs sur les histogrammes représentent les écarts
types (n=2).

Depuis de nombreuses années, les études menées sur un certain nombre de maladies
peroxysomales s’appuient sur I’utilisation de fibroblastes obtenus a partir de patients atteints
par ces maladies. L’acces a ces fibroblastes non transformés s’aveére capital dans la
compréhension des mécanismes moléculaires liés a la déficience de I’ACOXI1. Cependant,
I’utilisation de ces fibroblastes peut présenter des limitations liées au fonctionnement de ces
cellules dont certains aspects métaboliques sont limités. C’est pourquoi le développement d’une
lignée déficiente en ACOX1 représente une avancee dans la compréhension des changements

métaboliques liés ou non a I’inflammation et/ou a la biogenese d’autres organites cellulaires.

L’obtention trés récentes dans notre laboratoire de la lignée déficiente en ACOX1 a ouvert
un nouveau champ d’investigation sur le réle de la microglie dans cette maladie. Apres avoir
caractérisé cette lignée pour s’assurer de la déficience en ACOX1, nous avons souhaité explorer
I’expression transcriptionnelle de génes codants pour les protéines peroxysomales ainsi que de

genes impliqués dans 1’inflammation.




Les analyses par PCR quantitative des taux d’ARNm des geénes codants des protéines
peroxysomales dans le contr6le des fonctions peroxysomales, la biogenese mitochondriale et
métabolisme énergétique, les cytokines pro et anti inflammatoires et la neuroinflammation.

a) Evaluation du taux d expression des génes codant pour protéines
peroxysomales liées a la f-Oxydation peroxysomale

La Figure 32 présente I’expression relative des ARNm des enzymes et protéines liées a la
B-oxydation peroxysomale (ACOX1, Enzyme bifonctionnelle, Catalase et ABCD3, figure 32)
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Figure 32: évaluation du taux d’ARNm des génes codant pour les enzymes de la peroxysomaux f-
oxydation peroxysomale dans les cellules BV-2 Wt et ACOX1(-/-).

L’expression relative des ARNm correspondant aux différents genes codant pour les protéines peroxysomales en
ACOX1, catalase et BiF et ABCD3. L axe des abscisses représente le niveau d’expression de chaque gene en fold
induction calculé par rapport aux cellules BV-2 Wt (n=3, * p<0.01).

L’ analyse de I’expression du géne codant pour ’ACOX1 et la catalase ne montrent aucune

différence au niveau des deux types cellulaires. L’ARNm du géne qui code pour I’enzyme




bifonctionnelle Bif/f EHHADH montre une augmentation de I’expression au niveau des cellules
BV-2 déficiente en ACOXL1 par rapport aux cellules contréles.
Le géne codant pour ABCD3 a monté une légeére diminution de I’expression dans les

cellules BV-2 déficiente en ACOX1 par rapport aux cellules Wt.

b) Evaluation du taux d’expression des génes codant pour protéines
intervenant dans la biogenéese mitochondriale et métabolisme énergétique

L’analyse de I’expression relative des ARNm des génes codant pour la biogenése
mitochondriale a savoir la PGC1-a et PGC1-p, et PPARS sont représentés dans la figure 33.

La PGC1l-a est un coactivateur de transcription, I'un des protéines essentielles a 1’activation
de I’expression des génes. Il s’associe a des facteurs de transcription, a 1’origine sont des
coactivateurs de transcription PPARa et au méme temps le principal régulateur de la biogenese
et des fonctions mitochondriales. De ce fait, la mesure de I’expression d’ARNm a été réalisee,
les résultats ont montré qu’il n’y a pas aucune différence du niveau d’expression PGC1-0 mais
une légere augmentation du PGC1- dans les cellules BV-2 déficiente en ACOXL1 par rapport
au Wt. Tandis que cette déficience en ACOXI1 induit fortement 1’expression du gene codant
pour la PPAR 6.
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Figure 33: Evaluation du taux d’ARNm des génes codant pour les enzymes de la biogenése des
mitochondries et métabolisme énergétique dans les cellules BV-2 Wt et ACOX1(-/-).

L’expression relative des ARNm correspondant aux différents genes codant pour les enzymes intervenant dans la
biogenése des mitochondries et métabolisme énergétique. L’axe des abscisses représente le niveau d’expression
de chaque gene en fold induction calculé par rapport aux cellules BV-2 Wt. (n=3, *** p<0.0001, , * p<0.01)
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C) Evaluation du taux d’expression des génes codant pour les génes de
stress oxydant

La SOD est une enzyme antioxydante qui intervient dans le maintien de I’équilibre
cellulaire, le taux d’expression du géne SOD est augmenté dans les cellules BV-2 ACOX1(-/-)
par rapport au BV-2 Wt comme le montre le résultat de la Figure 34.

160 SOD

Fold induction versus Wt
= R
N D O O N B
o o © © & o o
—

o

Wit ACOX1(-/-)

Figure 34:Evaluation du taux d’ARNm du géne codant pour une protéine impliqué dans le stress
oxydant dans les cellules BV-2 Wt et ACOX1(-/-).
L’expression relative des ARNm correspondant au gene codant pour la SOD dans les cellules BV-2 Wt et ACOX

1 (-/-). L axe des abscisses représente le niveau d’expression de chaque géne en fold induction calculé par rapport
aux cellules BV-2 Wt (n=3).

d) Evaluation du taux d’expression des génes codant pour les cytokines
inflammatoires et les genes de la neuroinflammation

L’analyse par PCR quantitatives des taux d’ARNm des cytokines pro-inflammatoire a
savoir certaines interleukines comme IL-6, IL-1p et TNF-a a été réalisée sur les cellules BV-2
Wt et ACOX1(-/-). Les résultats présentés dans la Figure 35 montre que 1’expression du géne
codant par IL-6 et TNF-a est réprimé dans les BV-2 (ACOX1(-/-)) par rapport au Wt, tandis que
IL-1B est augmentée d’environ quatre fois dans les cellules BV-2 déficientes en ACOX1 par
rapport aux cellules controles.

L’analyse des résultats pour les cytokines anti-inflammatoires a montré qu’il n’y a pas de
différence dans le niveau d’expression d’IL-10, tandis que le gene codant pour IL-4 est
surexprimé dans les cellules BV-2 déficientes en ACOX1 par rapport aux cellules Wt comme le

montre la Figure 36.
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Concernant les génes de la neuroinflammation 1’analyse par PCR quantitatives des taux
d’ARNm de iNOS, Arginase et MCP-1. La figure 37 a montré que : I’expression du géne iNOS
est diminué dans les cellules BV-2 en absence d’ACOXI1 par rapport aux Wt d’environ 50%.
Tandis que I’expression pour les génes codant pour MCP-1 et arginase sont fortement induites
dans les cellules BV-2 présentant la déficience en ACOX1 par rapport aux cellules Wt.
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Figure 35: Evaluation du taux d’ARNm des génes codant pour les cytokines pro-inflammatoires
dans les cellules BV-2 Wt et ACOX1(-/-).

L’expression relative des ARNm correspondant au géne codant pour les cytokines pro-inflammatoires : 1L-6, IL-
1P et TNF-a dans les cellules BV-2 Wt et ACOX 1 (-/-). L axe des abscisses représente le niveau d’expression de
chaque géne en « fold induction » calculé par rapport aux cellules BV-2 Wt (n=3, *** p<0.0001).
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Figure 36: Evaluation du taux d’ARNm des génes codant pour les cytokines anti-inflammatoires
dans les cellules BV-2 Wt et ACOX1(-/-).

L’expression relative des ARNm correspondant au géne codant pour les cytokines pro-inflammatoires : IL-10,
IL-4 dans les cellules BV-2 Wt et ACOX 1 (-/-). L’axe des abscisses représente le niveau d’expression de chaque
géne en « fold induction » calculé par rapport aux cellules BV-2 Wt (n=3, *** p<0.0001).
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Figure 37: Evaluation du taux d’ARNm des génes codant pour les génes impliqués dans la
neuroinflammation dans les cellules BV-2 Wt et ACOX1(-/-).

L ’expression relative des ARNm correspondant au gene codant pour génes impliqués dans la neuroinflammation :
Arginase, iNoS (NOS 2) et MCP-1 dans les cellules BV-2 Wt et ACOX 1(-/-). L axe des abscisses représente le

niveau d’expression de chaque géne en «fold induction » calculé par rapport aux cellules BV-2 Wt (n=3,
*** n<(0.0001).
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Feywords: Acyl-Coh oxidase 1 (AC0X]) deficiency is a rare and severe peraxisomal leukodystrophy associabed with a very
Feroxizome long-chain farty acid (VLCFA) foxidation defect. This neurodegenerative disease lacks relevant cell models o
Microgila further decipher the pathomechanisms in arder to identify novel themapeutic targets. Since peroxisomal defeces
ﬁ?" ok in micreglia appear to be 2 key component of peroxisomal levkodystrophies, we rgeted the Acox] gens in the

murine microglial BV-2 cell line. Using CRIFPRTCas9 gene editing, we generated an Acox]-deficient cell lime and
validated the allelic mutations, which lead to the absence of ACOX] probein and encymatic activity. The activity
of cxtalase, the enzyme degrading Hz0:, was increased, likely in response to the alteration of redox homeostasis.
The mutant cell line grew more slowly than comiral cells without obvious morphaological changes. However,
ulirastructural amalysis revealed an increased number of peroxisomes and mitochondria associated with size
reduction of mitochondria. Changes in the distribution of Lpid droplets containing newtral lipids have been
observed in mutant cells; lipid analysis revealed the accumulation of ssturabed and monounsaturated VLCFA.
Besides, expression levels of genes encoding imterleukin-1 betn and & (II-18 and -6}, as well as inggering
receptor expressed an myedoid cells 2 (Tremd) were found medified in the mutant cells suggesting medification
of microglial polarization and phagocytosis ahility. In summary, this Acox]-deficient cell line presents the main
biochemical characteristics of the human disease and will serve as a promising mode] to further investigate the
conssquences of a specific microglial peroxisomal Poxidation defect on oxidative stress, inflammation and
cellular fanctions.

1. Introduction oxldation of fatty acids. Peroxisomal f—oxidation, which conslsts of 2 4-

step enzymatlc loop, permit to shorten fatty ackds by 2 carbon atoms at

Parpxisomes are small organelles (0.1-1 pm), found in almost all
cell types, that take their name from thelr capacity to produce and
convert hydrogen peroxide into water. Many severs genetlc disorders
have besn associated to a percxisomal blogenesis defect or A single
peroxisomal defciency lustrating thair vital function in calls and ts-
sues [1]. One of thalr main roles concems Lpdd metabolism, espacially

each cycle along with the releass of one acetyl-CoA molecule [2].
Peroxisomal acyl-coenzyme A oxidase 1 (A00NX], E.C. 1.3.3.6) catalyzes
the Arst and rats-lmiting step of this f—oxtdation pathway dedicatad to
siralght-chain fatty aclds, which Includes long- and very long-chain
fatty aclds (LCFA, VLCFA), polyunsaturated fatty acids, and di-
carboxylic acids. Peroxisomal ocidation of bile acld Intermediates

Abbreviosons: ADOX1, acyl-Cof oxidase 1; coplGFF, copepod green fluorescent protein; CRISPR, clustered regularly interspaced short palindromic repent; DAB,
diamincbenzidine; FBS, fetal bovine serum; GU-MSE, gas chromatography mass spectrometry; GFF, green fluorescent proteing HDR, homologous directed repadir; MAD,
nicotinamide adenine dimclestide; LAVLCFA, longwery long-chain fatty acids; MUFA, monounsatumated fatty acids; NHE], noo-homologous end-joining; FUPA,
polyunsituraied Gttty acids; SFA, saturated fatty acids; TEM, transmission electron microscopy; T, thymidine ldnase
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depends on ACOXZ [3] while oxidation of branched-chain fatty aclds
depends on both ADOXZ and ACDX3 enzymeas [4,5]. The reaction cat-
alyzed by ACOX1 consists of dehydrogenation of acyl-CoA to 2-trans-
enoyl-CoA and produces hydrogen peroxde which ks subsequently
transformed into water and oxygen by catalase. In human and mice, the
A00X1 enzyme ks encoded by a single gens localized on chromosome
17 and 11 respectively [6-9]. Alternative splicing leads to the synthesis
of two protein soforms ACOX1a or ADOX1b with different substrate

specificity [10].
Growth retardation, sterility, and hepatomeagaly with steatosls, were
described In AcoxI-deficlent mice [11]. Although ACOX1 &= widaly

expressed In the brain [12,13], 1is abssnce in noll mice did not lead to
apparent neurologleal manifestations. In human, however, ACOX] de-
Aclency (OMIM #264470) 15 associated with very severe and general-
Ized neurclogical alierations (average age of death: 5 years). This rare
autosomal disorder (about 30 patients have been reported worldwida)
alsn known as pseudo-neonatal adrenolsukodystrophy, ks characterized
by Infantile-onsst hypotonia, seizures, visual impalmment, loss of motor
achlevements and progressive white and grey matter deganeration re-
sembling neonatal adrenclevkodystrophy [7,14-17]. Similar demyeli-
nation observations were obtained afer experimental inhibition of
peroxisomal P-oxidation in rat brain [18]. Hepatomegaly, adrenzl in-
sufficlency and cranlofacial dysmorphia are less frequently reporied.
Biochemically, the diseass 15 characterized by the accumulation of both
saturated and moncunsamrated VLCFA while plasma levels of bran-
ched-chaln fatty aclds and bile acld intermediates as well as ery-
throcytes plasmalogans remain unchangad The monitoring of VLCFA
levals and thelr ratios (C26:0/C22:0 or C2400,C220) 15 Indeed used for
diagnosls in complement of magnetic resonance Imaging and genetic
analysls [16,19,20].

The in-depth characterization of fbroblasis of patients with AC0X1
deficlency has established a link betwesn peroxizomal defect and in-
flammation [21]. Although the inflammatory component repressnts 3
major feature of the dissase, Increased oxidative siress, endoplasmic
reticulum stress as wall as altered brain cellular crosstalk are strongly
suspected o contribute to the development of neurcdnflammation and
neurcdegenarative processes. Salective ablation of functional peroxd-
somes In brain cell lineages using speclfic PexS knockout mice has
underlined the Importance of the cellular context [22,23]. This is
espacially true in oligodendrocytes, the myelin producing cells [24]. In
other peroxisomal leukodystrophies such as X-linked adrenoleukody-
sirophy, peroxisomal alteratons and VLCFA sccumulation in microglial
cells hawe been proposed to trigger inflammatory processes and in-
creased oxidative stress that contribute o amplifying the primary per-
otsomal defect [25.25]. Microglis was Indeed identified a5 8 main
actor In the phagocyiosls of myelin debris along with secretion of
neurcprotective moleculss [27]. It can thersfore be sssumed that a
peroxisomal defect in the microglia would trigger a gradual loss of 1ts
ability to ellminate damaged myelin and, conssquently, to scavenge the
lpatoxic effects of VLCFA In other brain cell types.

The study of the physopathogenasis of A00X]1 deficlency and the
Identification of underlying neurodegenerative and inflammatory pro-
cesses require the development of relevant study models. Skin fbro-
blasts are usually the only in vitro model for peroxizomal dissasss. The
recent emergence of clusterad regularly Interspaced short palindromic
repeat (CRISPR)/CRISPR-associated protain 9 (Casd) gens editing
methodologies now offers the opportunity to targst any gene in almost
any cell types [25]. Specific CRISPR,/Cas3-meadiated double strand DA
break can be obtained in & specific gene using a single gulde RNA
(EgRMA). The salaction of homologous directad repalr (HDE), IF a donor
sequence |s present in the cells, or non-homologous end-jolning (MHET)
repalr avents allows targeted muiations to be obizined. Microglia balng
considered as a key call type in braln pathology, we declded to generate
8 murine microglial cell Une bearing Acox] mutzdon using CRISPRS
Cagd gene edibing strategy. The BY-2 Immortalized cell line, established
In 1950 [29], bepefits from & huge sclentiic background and is
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extensivaly used as a good alternative to primary microglial cells in the
context of neurodegensarative researches. Indeed, this cell line retains
must of the morphological, phenobypical and functional properties de-
scribed for freshly isolated microglial cells [30]. Moreover, BV-2 cells
share properties with macrophages with respect to the antigen profile,
phagocytic capacity and antimicrobial activity and retain the potential
for Inflammatory cytokine sscretdon [31]. Here, we describe the es-
tablishment of an Acox I-deficlent BV-2 call clone, Its validation and Its
characterization focusing on cell growth, cell morphology and ultra-
structure, and fatty acld content.

2. Materials and methods
2 1. Plasmdds

Custom synthesized plasmids used for genome editing wers ob-
taimed from GensCopoelz, Inc/tebu-blo (France). The all-in-cne
plasmid {Catalog Moo MCP231241-CG01-2-B-b) enables the co-expres-
sion of A sgRMNA targeting the Arst exon of the Acox? gens (farget se-
quence: 5-GFROCCGCTOCTTGOGCAGAT-3) under the regulation of 3
U6 promoter and @ Cas% nucleass driven by a CMV promoter. The
speclficlty of CRISPR,/Cas9 editing mainly depends on the sgRNA se-
quence and on the pressnce of protospacer adjacent motif located next
to the arget sequence. Potental off-target cleavage activity has already
been described In sequences pressnting three to five mismatches with
the sequence of the sgRNA [32]. To avold non-specific mutations, we
paid attention to the design of the all-in-one CRISPR plasmid and relled
on the expertise of cur plasmid supplier (GeneCopoela, Inc.). The
sgRNA saquence targeting the Arst exon of Acox] was chosen to exhibi
the highest quallty score by Inverse likelihood of off-targst binding
basad on the CRISPR design tool developed by Zhang Lab, MIT 2017
{(hitp://crispr.mitedus). To test for potentlal off-targst mutations on
the selected knockout cell clone, we looked for WHEJ-medlated muta-
tions on the two genomic sites of the 56 potential sites displaying the
highest predicted likelihood of off-target binding {Table 1) Sangsr se-
quencing confirmed the absence of CRISPR/Cass-induced mutations n
these putative targets located on chromosomes X and 12 respectively
{data not shown), strongly suggesting the absence of off-target events.

The donor plasmid (DC-MTM231241-D07), contains fwo Te-
combination arms flanking the genomic cutting =ite and selecton cas-
settes (copGFP and puromycin reststance) flanked by two LoxP sites.
The domor plasmid also contains a thymidine kinass (TK) cassette
outside of the recombination arms conferring ganciclovir senstivity in
cAse of random Integration.

The plasmid pOG231 (Addgens), a Cre-expressing plasmid for re-
moval of floxed sequences, was kindly provided by M. Baes (Leuven,
Belglum).

22 Cell cubture, sransfecdon, clonal selecion, @nd pro{fferadon assay

Murine microglial cells (BV-2) from Banca-Biologlca e Cell Factory
{catalog mo. ATLOZ001) were cultured in DMEM supplemented with

Table 1
Screening of off-target events in BV-2Z Acox] mutant cells.

Sbquance: Mizmaiches  Lodus
(# and
position)

Target SBQUENGE  GEOCCECTCCTTGOGCAGATOOG  4:[1-2-3-5] chrk:
Prodictod CITCCICTOCTTGOECARATO0T —7.341,383
off-arget 1

Target SBQUENGE  GEOCCGCTCCTTGOGCAGATOOG  4:[2-5-7-9] crl:
prodicied EoCAEET LT GOECARATADD — 56,710,554
off-target 2

Mismatches are underlined and the probospacer adjacent motif (NGG) i in bald

}
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10% heat-inactivated FBS and 1% peniclilin/streptomycin (Dutschar).
Cultures were matntained at 37 °C In 8 humidified stmosphere con-
talning 5% OO

BV-2 calls (2 = 10° —70% confluence) were transfected with 2 pg
all-n-cne plasmid and 2pg donor plasmid wsing Amaxa Cell Line
Nucleofector Eit T {Lonza) and program A-023, to allow CRISPR/Casd-
primed homodogous directed repair (HDR). Recombinant calls were
treated 48 h after transfection with puromycin 3pg/ml for 19 days
(positive salection). Negative selection of potental non-targeted In-
tegration started 11days after transfection. Ganciclovir (2pM) was
added to the culture for 12 days. After antibdotic selection, cells were
sortad by flow cytometry based on high expression of copGFP and then
seaded as single calls In 2 96-wall plate. Calls wers allowed to grow for
10-14 days before genotyping. In order to remove the salaction cas-
settes, the valldated clones were transfected with 2 pg Cre-axpressing
plasmid using Amaxa Call Line Nuclefector Kit T (Lonzz) and program
A-023. 48 h after transfection, cells with no expression of copGFP were
sorted by Aow cytometry and then sseded as single cells In 2 96-wall
plate.

For growth compartzon, WT and mutant By-2 cells were sseded in
24-well plates (2 = 10° cells well) and cultivated for 24, 48, 72 or 96 b
The calls belng semi-adherent, the medium was not replaced durlng
growth to avold cell loss. Viability was evaluated with trypan blue
(0u025% final concentration). Living cells wers counted using & he
macytometer. The sverage number of cells was obtained from 3 In-
dependent wells.

2.3, Molecular anatysts (genomic DNA purtficasion, PCR)

Genomic DNA was extracted from selected clones with the Wizard
Genomic DMA Purlfication Kit (Promega) and PCR amplified with the
GoTaq Long PCR master mix (Promega) using the following primers
AcoxIF: 5-CTCAAGGROCCTGGOCAATOG-3, AcoxIR: 5-ACGCOCCATOR
AAGTAGGGGT-3. To control targsted recombnation, PCR products
were visuallzed on a 1% agarcse alactrophorests gel using a Blo-Rad Gel
Doc XB + Imager Systam. NHET mediated mutations wers confirmed
after PCH amplification with the same primers and a GoTag Flaxd DMA
polymerase (Promega) (unable to amplify fragments longer than 2 kb,
and Sanger ssquencing (EurcAns Genomics sanger sequancing platform,
Germany )

2.4, Western hloeing

Cell lysates were prepared In solublbization buffer contalning
100 mM Tris-HCl, pH &, 100 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1% PMSF, and
complete protease nhibitor mixtures (Roche Applied Science). Proteins
fram total call Iysate (50pg) were ssparated on 7.5% SDE-PAGE and
transferred onto A PYDF membrane. First incubated in 5% skimmed
milk in PES, 0.1% Tween 20 (PBES,/T) for 1 h at room temperature, the
membrane was then probed with mouse anti-actin antibody (difution
110,000, Sipma-Aldrich) or & home-made rabbit polyelonzl antibody
ralsed against the purifed 72 kDa polypeptide of rat ACOX1 [33].
Following the Incubaticn with the appropriate horseradish percxidase
(HRF)-conjugated secondary antibody (1:5000; Santa Cruz Blo-
technology, Ine), Immunareactivity was revealed by ECL (Santa Cruz
Biotechnology). The mambrane was Arst probed with the ant-AC0X1
antibody and then stripped by Incubation for 30 min in stripping butfer
(62.5 mM Tris-HCL 2% SDS, 100 mM f-mercaptosthancl) before balng
probed with the anti-actin antibody. Image processing and anabysis
were obtained using a Blo-Rad-Chemidoc XBS system and the Image
Lab varslon 4.0 software for quantitative analysls,

2.5, Enzymatlc @ceivities

To monitor peroxisomal f-oxidation, cyanlde-insansitive palmtoyl-
CodA oxldation enzyme activity was measured through Its ability to elicit
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the reduction of NAD as previously described [34]. Briefly, 25 pl of BY-
2 cell ly=sate was prefncubated at 37 °C with a 450 pl mixturs contatning
SpmM phosphate buffer (pH7.4), 12mM DL-dithiothreitol (DTT),
200 pg/ml bovine serum albumin (fatty acld free), 0.2 mM f-nicotina-
mide adenine dinuclectide hydrata (MAD), and 1 mM potassium cya-
nide freshly prepared. The reaction was Initiated with the addition of
So0mM palmitoyl coenzyme A Uthium salt (all reagents wers from
Sigma-Aldrich). The reduction of NAD™ was monltored at 37 °C by
spectrophotometry at 340nm during 20min. The Initzl reaction rate
was axpressed In pmod/min of reduced NAD® and was raported to the
mass of prodeln in mg.

Catalase enzyme assay was adapted from the method described by
Ml at al (2001] to be performed In 96-well plate [35]. Erefly, 10 pl of
BY-2 call lysate was addad to 190l of 50 mM Tris HCl buffar (pH 7.4)
containing 20mM HzOs (Sigma-Aldrich). The decrease of the absor-
bance wes monitored at 240nm for 2min wsing Infnite M300 Pro
spectrophotometer (TECAN Lyon, Francel The linearity of absorbance
s function of ime was proportional to the breakdown of Ho0,. The
catalase activity was expressad as pmol/min/mg of protain.

26, Optic and elecaon MICroscopy

The content of cellular neutral lipids was evaluated by staining cells
with Oil Red O (Sigma-Aldrich). A 0.5% Ol Red O solutlon was pre-
parad In 100% propylens glycol by heating to 95°C, then Altersd
(whatman filter paper), left ovar night at room temperature and Alterad
agaln (Whatman Alter papar) Just before use. BY-2 cells were seadad
onto cover-slips in 24-well plate (107 cells/well) and grown for 24 h
Aftar 3 PBS rinses, cells wers Axed In 4% paraformaldehyde for 10 min,
washed with delonized water 3 Hmes for 1 min per rinss, and stained
with o1l Red O for 15 min. To remove Ol Red O excess, cells were
washed with 607% propylens glyool 1 ime for 1 min then with delo-
nized water 4 Hmes for 30 5 per rinsa. The cover-slips were alr dried and
mounted In water-based preservative medium (Dako). Cells wera ob-
served using an Axtcscope A1 lght microscope (Zetss).

Transmission edectron microscopy was usad to visuallze WT and
AcoxT-deficient BV-2 calls cultured for 24 h. For the peroxisomal lo-
calization, cells were Axed for 1 h at 4 °C In 2.5% (w/v] glutaraldetyds
diluted In 0.1 M cacodylate bufter (pH 7.4), washed In 0.1 M cacodylate
buffer (pH7.4), Incubated in the dark for 1h at 21°C In 005M
Tris=HCl (pH 9.0) containing diamincbenzidine (2.5 mg/ml) and HzO
{10pl/ml of a 3% sodution), washed in 0.1 M cacodylate buffer (pH 7.4)
for 5 min at 21 °C, post-Axed In 1% (w/v) csmium tetroxide diluted In
0.1 M cacodylzte sodium buffer (pH 7.4) for 1 b at 21 °Cin the dark, and
rinsed I 0.1 M cacodylate buffer (pH 7.4). The preparations were than
dehydrated tn graded ethanol soluttons and embedded In Epon resin.
Ultra-thin sections wera cut with an ultramicrotome, contrasted with
uranyl zcetate and lead cltrate, and examined under an H7500 alactron
microscope (Hitachl, Tokyo, Japan).

Micrographs corresponding to 12 cells for each genotype, randomly
taken from the grid, were analyzed by & different Investigators In blind
with a particular focus on the number of peroxisomes, mitochondria,
and lipld vestcles to give 8 scome for each fieatrs, Statistical analysis
was parformed from the analytical scones. Morphometry was performead
fram micrographs form 12 cells using Imaget calculation of areas after
manual delinzation of organelles, The mean area | + S0) was expressad
in pm* and the maximum and minimum sizes were noted.

27 Fary acid anehyss

Cellular homogenates, prepared from pellets of 107 cells suspendad
In water {100pl) and sonicated for 10min, were added to a screw-

capped vial sealed with a Teflon sepium together with structural
homologous Internal standards (pentadecanoic and heptadecanoic
acid), butylated hydroxytoluene and EDTA and flushed with argon for
10min to remove alr. Alkaline hydrolysis was allowed to procesd at

gl
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room temperature (22 °C) with magnetc stming for 60min In the
presence of ethanolic 0.5 M potassium hydroxide solution. Fatty aclds
were oollected by lquid to liguid extraction after correction of pH
(= 3) with HCL All metabolites were extracted In sequental liguid to
Hgquid extraction with hexane and ethylacetate The organic solvents
were evaporated under @ gentle stream of argon and converted into
trimathylsilyl ethers with bis(mimeathylsibyl triflooroacetamide with 1%
trimeathylchlorosilane (Plerce)

Gas chromatography mass spectrometry (GC-M3S) analysis was
performed on & Clarus 6000 (Perkin Elmer, USA). The GC was equipped
with an Elite column (30m = 0.32mm Id = 0.25mm flm; Perkin
Elmer, USA) and Injecton was performed in splitless mode using he-
lum {1 ml/min) a5 carrler gas. The lEmperaturs program was as fiol-
lows: Initial temperature of B0°C was hald for 1 min, followed by a
lnear ramp of 10 °C/min to 240 °C, 20 "C/min to 280°C and 5 °C/min
up to 290 °C, which was held for & min

The mass spectrometer operates In full mass scan mode Peak In-
tegration was performed manually, and meatabolites were recognized by
retention time and fragmentation patterns and quantifed from total-lon
count against intemal standards using standard curves for the measured

fatty acsds.
2.8 RTQPCR anatysis

Total RNA were Isolated from calls and treated with DXase using the
“RNeasy Minl kit” (Quzgen). After quality and quantity control by
spectrophotometry, RNA (1 pgd were reverse transcribed using the
“|5cript cOMA synthesis kit (Blo-Rad). The synthesized cDNA were
used a5 A template for Real-time PCR anzlysts using the SYBE Green
realtime PCR technology and a StepOne Plus system (Applied
Biosystems) a5 previously described [36]. I-18, IL-6 and Trem2 ax-
presslon was quantified relatively to the expression of the house-
keeping gene 3664 using the following pimers: I-1f F, 5-AAGGAG
AACCAAGCAACGAC-F, B, 5~GAGATTGAGCTGTCTGCTCA-3", IL-6: F,
S-GTTCTCTGGGAAATOGTGGA-3, R, S TGTACTOCAGGTAGCTA
TGEGE-3°, Trem2: F, 5-GACCTCTCOCACCAGTTTCTCC-3, R, 5-TACATGA
CACCCTCAAGGACTG-37, 5684 F, 5-ATGGGTACAAGOGOGTOCTG-3,
B, 5~-GOCTTGACCTTTTCAGTAAG-3".

2.9 Swmdsdo anatysts

St@tistical analysis was performed using GraphPad Prism 5 software.
Two-way repeated mezsura ANOVA followed by a Bonferronnl post oo
test was used fior growth curve comparison while &-tests were usad when
comparing only two groups. In all statistical tests, valuss of P < 0.05
were considersd signifcant.

3. Resulis
3.1, Isplmion and validedon of a rovel Acox?-defictens BV-2 cell Hne

BV-2 cells were co-transfected with 2 plasmids designed to target
the first exon of the Acoo? gene. The first plasmid wes designed to
produce an Acox]-specific sgRMNA and to express the nuclease Caso. The
second plasmid was 3 donor plasmid containing Acox] homologous
arms for homologous directed recombination repair (HDR) after
double-strand break (Fig. 1a) The plasmid also contains floced selec-
ton cassettes for puromycin resistance and copGFP expression as wall
as an external TE cassette for negative salection. Transfected cells were
first submitted to puromycin selection for 19 days. At day 11, negative
selection with gancyclovir was started to remove random integration
events. At the end of salection, cells were clonally sorted by fow cy-
tometry.

The ganotype of the 52 obtained cell clonss was Arst chacked by
PCE and revealed a successiul HDR for & dozen clones (Fig. 1BL The
recomblination event introduces a substantial mutation in the Arst exon
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of the Acox] gene, sufficlent to Inactivate the gene. However, the pre-
sence of @ second shorter band on the gel corresponding to 8 non-re-
combinant locus Indicatad that the HDR was only monoallalic. Sanger
sequencing of the second allele in the 12 cell clones demonstrated the
presence of the same single Insertlon At the targeted ste (T Insertion
Into the Afth codon of the coding sequencea) resulting In & frame shift a
few mucleotides after the Inidation codon (Fig. 1C). One of the call
clones contalning thess two mutations, respectivaly due to HDR and
MHEJ, was transfected with & Cre recombinass expression vector to
remove the selection cassettes. The further clonal selection of the
transfected calls led to tsolate an Acox? knock out subclons whose re-
moval of selection cassettes was confirmed by PCR (Fig. 1B, lane 4) and
sequencing (Fig. 1C). At the end of each step, mutant cell clones wers
amplifed to generate a stock of cryogenic vials at the lowest passage.

Two mutated alleles resulting from HDR and Cre recomblnation and
from the single insertlon In the beginning of the coding saquence belng
present, & full Inactivation of the Acox] gens without Interfarence with
transcription was expected. RT-gPCE analysis confimmed that Acox?
mAMA bavel was not modiAed (data not shown). The disruption of the
Acox] gene In the mutant cell clone was confirmed by western blot
analysls demonstradng the absence of ACDX1 protedn (Fig 2L The
typical pattern of ACOX1 expression was observed In WT BV-2 call
ly=ate (one band at 72 kDa comresponding to the full-length protein (661
aa) and one shorter band at 50kDa comresponding to & post-transla-
tionzlly cheaved subunit). Despits the presance of several weakly cross-
reacting proteins obssrved both in WT and mutant cell lysats, the
specific bands were clearly absent in the BV-2 mutant cell clone con-
Arming the knockout.

To functionally walldate the Acox?-deficlent B¥-2 cell clone, we
monitored peroxisomal foxidation by mezsuring cyanide-insensitive
palmitoyl-CoA cxidation In total call extracts (Flg. 3A). As expected, the
absance of ACOX] proteln resulted in 3 virtually null enzymatic ac-
tivity. Since catalase, a HxOo-degrading enzyme, 5 known as the most
abundant proteln in peroxisomes, we maasurad its acHvity In the same
extracts. Acoicl-deficlent calls displayed a 25-fold higher activity than
control cells (Fig. 3B).

3.2 Cell morphology and groweh curve of she Acox?-deficiens BV-2 cefl line

One of the features observed In skin fibroblasts derived from pa-
tlants with a mutaton In the ACOX? gene was striking slow-growth
compared to control skin Abroblasts [21]. We thus explored whether
Acox? knockout could trigger cellular modifcations both in term of
maorphology and cell proliferation. Growth of Acox]-deficlant BY-2 cells
was analyzed over a period of 4 days and compared to WT BYV-2 cells
(Flg. 4). The number of cells was quite simdlar at 24h At 72h, the
number of WT calls was almost double of mutant cells suggesting a
slower division time in mutant cells. Cells reached a plateau phase at
o5 b In both casss. The mortality was almost Identical betwesn BY-2
WT cells and Acox]-deficlent calls (data not shown).

Regarding the call morphology, we did not observe obvious differ-
ences between WT and mutant BY-2 calls [37]. The majority of mutant
cells exhibited a round shape typical of 8 microglial activated status
(Flg. SA-B) Less than 5% of cells showed an elongated shape with
ramifications. To extend our observations, we further analyzed the
AcoxI-deficlent EV-2 cells by electron microscopy using diamino-
benzidine (DAB) staining, which zllows cytochemical detection of
paroxisomes (Flg. SC-H) In compartzon with the WT cells, we observad
A statistically significant Increased number of peroxisomes (1.B9-fokd)
sugpesting percxlsome proliferation andsor alteration of pexophagy
mechanisms. Peroxizomal staining in muotant cells was more pro-
nounced, which could be linked to the Increased catalase actvity as
shown In Fig. 3B The paroxisomal average areas ware not signifcantly
different  (0LOZEZpm® + 0.0030 In WT «cels (n=30) vs
0.036Bpm” = 0.0026 In AcoxI-deficlent cells (n = 68)L. Mo obvious
change In mitochondrial shape was observed, except for the presance of
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Fig. 1. CRIFPR/CasS.mediated gene knockout strategy and molecular screening in BV-2 cells. (A) Schematic representation of the Acoe] target locus and donar
plasmid allowing homology-directed repair (HDR) and representation of the locus after Cre recombination. The size of amplicons for each case is indicated. The
position of primers used for PCR screening are shown by two opposite arrows (HA: homology arm; light grey o exon 1; dark grey box: plasmid sequence; white
bowes: selection cassettes (GFP: green fluorescent protein, Puro: puromycin resistance and TH: thymidine kinase expression]; scissors: position of the double strand
DNA break). (Bl Agarose ged electrophoresis of PCR products (10 negative contrel; 20 WT; 2 Acox] mutant with mencallelic HDE-based mutation; 4 Acox] mutans
after Cre recombination). Bands corrssponding to HDR and either wild type (WT) or non-homologous end joining (NHET) repair are indicated. (C) 3anger sequencing
results of WT and mutated Acox] locus (allele 1 corresponds to KHE! and all=de 2 corresponds to HDR followsd by Cre recombination) and gene knockeout (haoxes:
hamalogy arms with annotated pesitions from the transcription initiation start [+ 1); grey highlighted sequence: Acox] exon 1; bold sequence: sgBNA targeted
sequence; underlined sequence: inserted muclectide; italic: plaemid sequence; *: frameshife mutation; arrows: sequencing primers).
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differences determined by ANOVA are indicated: *** P valoe < (.0D1.

3.3. Consegquences of the absence of ACOX] aceviey on fuery acid fevels in
the AcoxI-deficiens BY-2 cell line

Actually, accumulation of lpids was expectad In AcoxI-deficient
cells since the absence of ACDX1 activity is supposed to yield aco-
mulation of VLCFA. Wea thus conducted a lipid analysls to compare the
lavels of fatty acids In WT and AcoxI-deficlent EV-2 cells. As shown In
Tablz 2, the total fatty scid levels as well as the global quantity of the
maln species of Fatty actds analyzed (saturated, mono-unsaturated and
poly-unsaturated fatty acids) did not present significant differences
between mutant and control cells. However, C36:0 and C24:0 levels,
which represent a very low percentage of total saturated fatty acids,
were found signifcantly Incressed n the Acox?-deficlent cells (= 35
for C26:0 and = 1.6 for C24:0). The C26:0,C22:0 and C24:0/C220
ratic, which are used as diagnosis bochemical markers for peroxisomal
disorders ware respectively 3- and 1.4-fold higher than the control ones
{Flg. 6). Monounsaturated fatty acid levels were also signifcantly
madified. A significant increase was observed for Cl16:1 n-7, C201 n-9,
CZI2:1 n-9, C24:1 n-% and C26:1 0-9 levels whils C18:1 n-9 levels were
found decreased. Concerning polyunsaturated fatty actds, we notloed a
decreased level of C20:5 n-3 and an increased level of C1E:2 n-6.
Docosahexaenale acld (DHA, ©22:6 n-3) and arachidonic actd (AA,
CH04 n-6) levels remalned almost unchanged.

3.4, Expression of key microgiial genes n the AcoxI-deficlen: BV-2 cell line

As stated In the Introduction, microglial cells ensure an Important
roke in brain homeostasis by controlling Inflammation and participating
to phagocytosls of apoptotic cells and myalin debris. As a prellminary
study of the funcHonal corsequences of ACOX] deficlency in the BV-2
cells, wa Investigatad the mAMA lavels of genes encoding Interleukin-1
and 6 (IL-1p and IL-6], two major inflammatory cytokines in the brain
recopnized as polarization markers of microglia [38,30], and the
membrane receptor called triggering receptor expressed by myebsdd
cells-2 (Trem2), which controds the phenobypic conversion of microglla
and promotes phagocytosis [40]. Interestingly, IL-I8 and Trem2 ax-
presslon lavals ware significantly Increasad while 116 expression level
was significanily decreased (Fig. 71

4. Discussion

In this study, we used CRISPR/Cas® technology to knock out the
Acox] gene in EV-Z calls, a cell line commonly used as a substitute for
primary microglia. Among the 52 cell clones 1solated, we falled In ob-
talning bizllellc HOR. The targeted Integration into a single allale must
be related to the fact that mammalizn cells have a higher frequancy of
MHEJ events than HDVR events and that we targst the transcriptionally
active strand. Recent studies suggest that the targeting of
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transcriptionally Inactive strand would Improve the frequency of
homologous recombination [41]. Altogether, we Isolated a dozen clones
with monoallalic recombination and found the same single mutation in
all the clones analyzed, a T nucleotide insariion resulting in a sequence
frameshift. It i possible that the 12 dionss dertved from a single par-
ental call by mitotc cell division. We selected one clone for further Cre
transfection to remove the salection cassette. Sorted cell clones after Cre
transfection wers screenad by PCR and ssquancing to confrm efclant
Cre recombination. The Acox] knockout was confirmed by westemn
blotting In one salectad cell chone that was further amplified to obtain 3
large stock of cryogenic viak at the lowest passage. The chosan strategy
facilitated the selection of knockout cells with a fluorescant reporter
and antiblotics. In addition, the strategy offered the advantage of ex-
pressing Casd nuclease for a short duratlon, thus reducing the risk of
off-targat events, while remaining affective.

We fArst confirmed mutations by DNA ssquencing &5 well as the
absence of ACOX1 proteln by western blotting, but it remained to va-
lidata the loss of enzymatic activity and the main biochemical char-
Acterstic of ACOX1 deficlency, Le. VLCFA accumulation. There are
Indead numerous examples of knockouts, which pressnt no or subtle
phenotype due to compensatory effects and redundant genes. In this
case, possible compensation for the absence of ACOX1 by ACOX2 or
ACOXN3 wes unlikely due to non-overlapping substrate specificities
[4Z]. Measurement of palmitoyl-CoA cxldation demonstrated the vir-
tual absence of enzymatc actvity in AcoxI-deficlents cell extracts
while catalase activity was found Increassd. This appansnt paradox was
previgusly reported in the livar of Acox] ~*~ mioca [43] or after speclfic
Inhdbitlon of ADOX1 activity In rats [44]. Actually, such an Increase
couwld be cansed by 2 changs in RedOx status as praviously reportad in
AcoxI "~ mics by the Increase of hepatle Ho0., level [45] and sincs
catalase expression and activity are indeed very sensitive to cxidative
siress [46]. Acox] deficlency in mice or Acox] silencing In 158 W ol
godendrocytes have Indeed besn proven to generate cxidative siress
[47,4E]. Eplgenstc or post-transcriptional regulations may be con-
sidered as possible explanations of the Increased catalase activity [46].
Glven the Increased number of paroxisomes and mitochondria and the
decrensed size of mitochondria observed In Acox]-descient cells, a
possible activation of PPAR: would also make sense. Paroxisomes and
mitochondria share very similar division and proliferation mechanisms
that depand In part on PPARa activation [45]. In the Acox] ~*~ mice
Iiver, & sustained activation of PPARD pathways has besn observed
[11,45]. The most admitted hypothesis 1s that one or several subsirates
of ACDX] accumulate and serve &5 PPARQ activators [50]. Among
thiess substrates, VLCFA have bean described as PPARG Ugands [51,52].
The lpdd analysls of Acoxcl-deficlent calls confirmed the accumulation
of VLOFA (2620, C240, C26:1, C24:1). Other ligands and putative
activators such as PUFA and MUFA or phospholiplds contalning MUFA
have been described [53-55]. While we noticed some modifications of
the MUFA levels In AcoxT-deficient cells, no obvious modiAcations of
PUFA were observed In contrast to patlent Abroblasts or Acox? "~
mice in which plasma levels of THA and A& were decreased [56.57]. In
our cell model, a preliminary analysis of PPARD responsive ganes such
a5 Acox] or Pex1Ib showed a weak induction that does pot support
clearly the Involvement of PPARD (data not shown). Of note, PPAR-
o-independent mechanisms of paroxisomal prollferation have pre-
viously been described [49,58 559]. The transcriptomic analysis, which
15 In progress, will help to confirm this hypothesis and delineate the
causative pathway.

When devaloping a rodent cell model with the objective to study
human dissases, it is always Important to ensure that the maln markers
of the disease are found. Here, we can argue that the varations in sa-
turated and monounsaturated VLCFA levels observed In BV-2 mutant
cells are In the low range but of the same order a5 those observed In skin
fibroblasts and plasma of patlents with ACOX1 deficlency [16,50,61].
Maoreover, the obsarved modifications of lipld droplet distribution in
the mutant cells 1s consistent with what was observed In the liver of
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Fig. 5. Cell morphology analysis. Phase contrast micrographs of WT (A) and Acox]-deficient (B) BV-2 cells showing a majority of round shaped cells and a minority of
elongated ramifind cells without cbvious differences between both genotypes (bar = 20 pm). Transmission electron micrographs (whole cell and respective higher

magnification) of WT (C, F) and AcaxI-deficient (D, G and E, H) BV-2 cells (bar = 2 um). P,

and lipid droplets are indicated (; heads and short armows

respectively). Mitochondria with elongated shape evoking fission process are indicated by stars. Light microscopic images of Oil Red O staining in WT (I) and Acax]-

deficient (J) BV-2 cells (bar = 20 pm).

patients with ACOX1 defect and Acox] ~~ mice [56]). Accumulation of
neutral lipids, mainly cholesteryl-esters, seems to represent a hallmark
of peroxtsomal blogenesis disorders or single peroxisomal gene defects
such as ACOX1 deficlency or X-linked adrenoleukodystrophy. Oll red O
stalning In AcoxI-deficlent BV-2 cells suggests such accumulation. OfF
note, stmilar results had been obtatned In 158 N oligodendrocytes upon

(
| 157

Acox] silencing [48). Further In-depth analysis of lipid content In the
AcoxI-defictent cells will permit to precise the nature of the accumu-
lated lipids and establish whether the peroxisomal defect has ako
consequences on membrane lipids. It Is tempting to speculate that
membrane modifications of these microglial cells may disrupt their
phagocytosis capacity and antigenic presentation function. Moreover,

gl
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Table 2
Fatty acid levels in WT and Acox]-deficient BV.2 cells cultivated during 48 h.
WT ACONL -/ - Pwvalie  ciost
Moz ) Mgan 5D
C16:0 17716 2355 19242 1087 O3S0 B
C18:0 9025 1426 Qlss  TUF 0466 53
CEo gLl 176 104 145 039 53
o220 = 5e8 2T 541 045 B
o0 &2 33 o84 147 ooy “
2620 1LE 368 408 348 000 o
SEA TEM 36814 S 1508 o7 B
Cl&ln?ians 1637 412 4K 803 00T s
Cl1 07 cls S4EE 549 2627 &0 .00 o
ClE1 00 135 X2 17T 1ETF O “
CE1ny 11,02 860 12440 1333 0473 B
2w ng 0 24 =74 a5 o an
oxing 415 I &7 580 003 '
10 D 750 a1z 140 ome “
261 0.0 15.4 40 0T 435 O s
MUFA 4ZESS 4062 40308 3422 0405 B
ClE2nE IR 147 1255 251 T #
Crine 742 9z8 T4 A 0= 53
O ne IS8 7S 2585 190 oEs B
50 1478 180 465 6l2 oo a
2xana 1579 1 1295 150 oS 53
PUFA &EIE  T7E &34 &30 0.4l 53
Total FA TTIES  ESE? 0 TAZ 5753 O7E B

Diata represent mean levels of fatty acids (sturated (SFA), moncunsaburabed
[MUTA), and polyunsaturated (PUFAY) measured by GE/MS and expressed in
ng/mg of protein of 3 independent experiments with their respective standand
dewiation (501).

Significant diferences at P < 0.001%*, P = 0.01**, P = 0.05* determined by
unpaired r-test analysis are indicated. NS, not significant.

because of the rals of microglia in brain homeostasts and inflammation
control, further lipld analysis should also forus on signaling molecules
of lipld origln secreted by microglial cells, Le. docosanodd and eloosa-
niolds faity acld derivatives, which are tightly connected to paroxisomal
metabolism [52].

The absence of peroxisome prollferation in human fibroblasts [21]
represents 3 discrepancy with our results but the absence of FPARC
response to peroxisome proliferators in human skin Abroblasts may
explain thiz obsarvation [5£]. Moreover, enlarged peroxisomes werg
observed In human bver [65] whils we found almost no change In size
In the present study. Further analysis is neaded to clandfy this point
which = probably associated with Hssue or specles differences. Note-
worthy, even in a same tissue, Le. the liver, peroxisomal prodiferation &s
well as the psroxisomal size was found to vary with the age of Acox] ~
~ miee [45].

Vary Interestingly, In the absence of any stimull, we found that the
expression levels of genes expressing the prolnflammatory cytokines
{IL-1p and IL-6) and the cell surface protein Trem2 which controls
microgllal polarization and inflammatory response, are modified in
AcoxI-deficient calls. Induction of -1 and [L-6 was described in BV-2
cells upon LPS simulation [64]. The obsarved Induction of IL-18 and
the repression of [L-6 15 unusual and suggests that the paroxisomal
defect triggared & singular activated state. Furthar experiments will be
needad to extend these observations and confirm this particular ach-
vated state as wall as a possible modification of the phagocytic abllity of
thesa calls. The Induction of Trem2, whose pesitive role in phagocytosls
I5 well established [40], Indeed sugpgests that Acox?-deficlency may
modify the phagocytosts ability.

5. Conclusion
In summary, by using CRISPR/Casd editing, we have gensrated an

AcoxI-deficient microglial cell Une whose preliminary characterization
confirms the main blochemical observations made In Acox? —'— mice
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Fig. 6. Relatve VLOFA levels in WT and Acox]-deficient ( — /-1 BV-2 cells. The
concentrations of the VLCFA species C26:0, C24:0 and C22:0 were determined
by GCME from WT and mutant BV.2 cells cultivated during 48 h. Data e
present the mesn ratios (C26:0/022:0 and C24:0/C22:0) of 3 independent
experiments with their respective standard deviation. Fold increase in Acoxl-
deficient BV-2 cells compared to WT is indicated. Statistically significant dif-
ferences  determined by unpaired -test analysis are indicated: ** P
value = 0.01, * P value = Q05
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Fig- 7. Relative mENA lewals of key microglial genes in Acox?-deficient (- /- )
BY.2 cells. Expression levels of genes encoding the inflammatory cytokines {IL-
b and [-1§) and the phagocytic and immune receptor Trem2 were measumed
using real dme KT-gPCE and nomalized to 3664, Dat represent the mean
values + 5D of 3 experiments and are expressed as relative expression levels in
comparison with the cormesponding expression bevel in WT cells taken arbitrary
equal to 1. Statistically significant diferences determined by unpaired s-tes
analysis are indicated: ** P value = 0.01, * P value = 0.05.

models and skin Abroblasts of patlants, Le. the accumulation of VLCFA.
The preliminary study of the mutant cells revealsd subcellular mod-
Ifications in peroxisomes and mitochondria and modifications of the
expression of key microglial genss, which let supposa that parecisomal
defect  iriggars profound changss In microglial | funcHons.
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Tranecriptomic RMNAssq analysls 15 In progress to confirm these ob-
servations and reveal putative other dysregulated genes Involved in

RedOx homeostasis and Inflammatory responses. This novel cell model
will offer the advantags to test the Impact of ACOX1 deficlency In a key
cell type for neurodegencrative process and to test orginal hypothesss
on the Involvement of peroxisome in phagocytosts, Inflammatory and
Immune response. Microglial mutant cells will offer opportunities to

further progress In the wnderstanding of the physiopathoganecls of
peroxisomal leakodystrophiles.
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Analyses par fractionnement subcellulaire et
ultracentrifugation en gradient Nycodenz
des cellules BV-2 déficientes en Acyl-CoA
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A. Introduction

Les résultats obtenus et présentés dans le chapitre précédent, grace a la caractérisation
des cellules BV-2 déficiente en Acox1-/-, nous ont encouragé a étudier de prés si cette déficience
impact la distribution et les activités enzymatiques des organites cellulaires, et particuliérement

les peroxysomes.

Le fractionnement subcellulaire des cellules a été réalis¢ en collaboration avec I’équipe
du Pr. Michel JADOT de I'université de Namur en Belgique. Une équipe experte dans les
techniques de fractionnement des différents types cellulaires. Nous avons réalisé pour la
premiére fois, le fractionnement des cellules BV-2 et I’étude de la distribution des organites
cellulaires dans ces cellules. Des expériences qui ont demandé 1’adaptation du protocole pour
le fractionnement subcellulaire et une mise au point d’une technique pour la mesure de 1’activité

de la catalase dans les fractions Nycodenz peroxysomales de ces cellules.

Pour les lysats des cellules BV-2, les homogénats de tissus de souris et les fractions
ENMLPS, la mesure de ’activité de la Catalase a été réalisée en suivant une dégradation de
peroxyde d’hydrogéne par la catalase a 240 nm. Or, pour les fractions préparées avec le gradient
de Nycodenz, la mesure de cette activité a 240 nm était impossible en raison de I’interférence

de I’absorption du Nycodenz a 244 nm.

B. Introduction

Ce chapitre a pour objectif de présenter donc une optimisation de la technique de
fractionnement subcellulaire des cellules BV-2, une mise au point de la mesure de ’activité
catalase comme enzyme marqueur peroxysomal et I’analyse par fractionnement et par

ultracentrifugation des cellules BV-2 déficientes en ACOXL.




C. Protocole de fractionnement subcellulaire des cellules BV-2

La méthode de fractionnement subcellulaire consiste a séparer les différents organites
cellulaires : noyau-mitochondries-lysosomes et peroxysomes par destruction de la membrane
plasmique et une désorganisation de la cellule par homogénéisation afin, de libérer son contenu

et obtenir des fractions séparées et enrichies en un ou plusieurs organite(s) particulier(s).

La premiére étape de ce processus est 1’homogénéisation qui consiste a rompre la
membrane plasmique dans une suspension cellulaire dont le pH et la force ionique sont connus.
Cette étape est la plus importante de cette méthode, permettant de libérer le contenu cellulaire

dans le tampon d’homogénéisation.

L’homogeénéisation peut se faire via plusieurs moyens selon le type cellulaire et
tissulaire. L’homogénéisateur utilisé pour les cellules est un tube en verre dans lequel la
suspension cellulaire est placée puis le piston est placé dans ce tube. Ainsi, les cellules passant
entre la paroi du tube et le piston, seront comprimees, la membrane cellulaire rompue et enfin
le contenu cellulaire libéré. Le nombre de passages (aller et retour) réalisés avec le piston pour
la lyse de la membrane plasmique dépend de la fragilite et la nature de la membrane plasmique

de chaque type cellulaire.

Pour le fractionnement subcellulaire des cellules BV-2, il n’existait pas de méthode
préétablie et publiée pour le fractionnement de ces cellules. En effet, nous avons mis au point
cette étape d’homogénéisation de ces cellules en se basant sur le protocole adapté pour les
cellules MCF-7 (lignée des cellules mammaires cancéreuses), les fibroblastes et les cellules
HELA utilisées dans le laboratoire de chimie physiologique a 1’universit¢é de Namur en
Belgique.

Le protocole utilisé dans un premier temps est basé sur le passage six fois dans le
Dounce d’une suspension cellulaire des BV-2 dans une solution isotonique de saccharose 250
mM. Un fractionnement subcellulaire partiel qui consiste a obtenir 3 fractions : N/MLP et S a
été réalisé puis un dosage de I’activité de I’enzyme marqueur des lysosomes, la - galactosidase,
a été réalisé. Les résultats de ce dosage (Figure 38) ont montré que l’activité de la B-
galactosidase est beaucoup plus élevée dans la fraction N et une faible activité dans la fraction
MLP qui en principe serait enrichie en lysosomes, indiquant donc un enrichissement en

lysosomes de la fraction N (nucléaire) et qui pourrait &tre d uniqguement la présence de cellules

S

(
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encore intactes dans la fraction nucléaire. Ceci peut étre expliqué par un certain degre de rigidité

de la membrane cellulaire de ces cellules BV-2.

B-galactosidase - BV-2 Wt - 100,27(%)
25
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Figure 38 : L'activité spécifique relative de la g-galactosidase dans les fractions N, MLP et S des
cellules BV-2 Wt aprés une homogénéisation avec 6 passages en Dounce.

L’axe des abscisses exprime le pourcentage cumulé des protéines de différentes fractions obtenues par
centrifugation différentielle. L axe des ordonnées représente [’activité spécifique relative de chaque
fraction en fonction [’activité totale dans I’homogénat.

La deuxiéme étape était d’utiliser un systéme d’homogénéisation « systeme de Blach »
qui consiste a faire passer six fois la suspension cellulaire dans a travers des billes entre deux
seringues. Les résultats obtenus confirment un niveau d’activité B- galactosidase similaire entre
les deux fractions N et MLP comme le montre la figure 39 montrant une libération partielle du

contenu lysosomale des cellules BV-2.
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Figure 39:L"activité spécifique relative de la f-galactosidase dans les fractions N, MLP et S des
cellules BV-2 Wt aprés une homogeénéisation avec 6 passages avec « le systeme de Blach ».

L’axe des abscisses exprime le pourcentage cumulé des protéines de différentes fractions obtenues par
centrifugation différentielle. L axe des ordonnées représente l’activité spécifique relative de chaque
fraction en fonction l’activité totale dans I’homogénat.




La troisieme étape de cette mise au point a consisté a augmenter le nombre de passage
jusqu’a 20 fois dans le Dounce de la suspension cellulaire pour lyser plus les membranes
plasmiques des cellules sans abimer les organites cellulaires. Aprés fractionnement cellulaire,
un dosage de I’activité B- galactosidase a €té réalisé et qui montré une forte activité lysosomale
dans la fraction MLP et donc meilleure distribution de organites dans ces fractions comme le
montre la figure 40.
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Figure 40 : L'activité spécifique relative de la p-galactosidase dans les fractions N, MLP et S des
cellules BV-2 Wt apres une homogeénéisation avec 20 passages a la Dounce.

L’axe des abscisses exprime le pourcentage cumulé des protéines de différentes fractions obtenues par
centrifugation différentielle. L axe des ordonnées représente l’activité spécifique relative de chaque
fraction en fonction I’activité totale dans ['homogénat.

Suite aux résultats obtenus et en comparant les trois parametres d’homogénéisation des
cellules, nous avons choisi d’appliquer 20 passages en Dounce de la suspension cellulaire BV-

2 pour assurer la lyse des membranes plasmiques sans abimer les autres organites.




D. Mesure de ’activité de la Catalase avec le KMnQOq4
Introduction

La solution Nycodenz est le nom commercial d’iohexol, dont le nom systématique est le 5-
(N-2,3-dihydroxypropylacétamido)-2,4,6-tri-iodo-N-bis(2,3-dihydroxypropyl) isophtalamide.
Il a un poids moléculaire de 821 (Figure 41).

CH,
H, OH || ﬁ‘:o OH
CHCH,NHCO NCH, CHCH, OH
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Figure 41: Figure montrant la Structure de Nycodenz .
le 5-(N-2,3-dihydroxypropylacétamido)-2,4,6-tri-iodo-N-bis(2,3-
dihydroxypropyl) isophtalamide

Les propriétés chimiques et la stabilité de Nycodenz sont liées a sa structure. Sa haute
densité provient de la présence d'un cycle triiodobenzéne substitué lié a un certain nombre de
groupes hydrophiles qui sont responsables de la forte hydro-solubilité de cette solution
Nycodenz. C'est un dérivé non ionique de I'acide métrizoique ; le groupe carboxyle présent dans
I'acide métrizoique est lié au groupe amine du 3-amino-1,2-propanediol. La chaine latérale
dihydroxypropylacétamido est responsable de la tres faible toxicité de Nycodenz par rapport au

métrizamide. Nycodenz a un point de fusion défini entre 174 et 180° C. Le noyau aromatique




iodé absorbe fortement dans la région ultraviolette du spectre avec une absorption maximale de

244 nm comme le montre la Figure 42.

Absorbance
4 J\\ A, =244 nm
1.5F \
\
- \
\
1 \
A
\
\
05F \
\
\\H"-u._
[]IllJIIIIIIIIIIJIlllJ-'T'-i-—.l
190 215 240 265 290
Wavelength (nm)

Figure 42: Figure montrant le spectre d’absorption de Nycodenz

Pour cette raison, on ne peut pas mesurer 1’activité de la catalase avec la méthode a 240
nm consistant a suivre la dégradation de H>O- par la catalase (méthode cinétique), en raison de
I’absorption maximale de Nycodenz a cette longueur d’onde. De ce fait, c’était intéressant de

trouver une nouvelle méthode de mesure de cette activité.

Cette partie répond a un besoin de description détaillée d'une méthode de mesure de
I’activité totale de la catalase. Ainsi, il semble étre généralement applicable a toute sorte

d'extraits tissulaires et cellulaires.

Ce chapitre contient également une mise a jour de la technique courante de la mesure
de I’activité de la catalase en mesurant H2O,, par titrage au permanganate de potassium par

spectrophotométrie qui était largement utilisée dans les études antérieures publiées.
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a) Principe et méthode

L’activité enzymatique de la catalase est mesurée en suivant 1’oxydation de KMnOs par

le H>O; par spectrophotométrie a 480 nm selon la réaction suivante :

3H20: + 2KMNO 4 sy 2 N0, +2KOH +20: +2H-20

Figure 43: La réaction enzymatique de ’oxydation de KMnO; par le H,0;

Cette réaction a été suivie dans volume de 200 pl contenant ainsi : 10 pl du lysat cellulaire
auquel 30 pl de la solution fraichement préparée de H20.a 7,3 mM est ajoutée, le mélange est
incubé 3 minutes (le temps de la réaction de la dégradation de H2O: par la catalase contenu dans
le lysat cellulaire), la réaction est arrétée avec 20 ul de I’acide sulfurique H2SOsa 6 N. Ensuite,
une solution de KMnOs4 & 2 mM est préparée, placée dans I’injecteur de un spectrophotomeétre
a plaques (Fluorimeétre/ luminométre Infinite M200 pro TECAN) pour suivre 1’oxydation de
KMnOg4 par le H20; restant dans ’essai en raison de 140 ul ajouté/puit. L’oxydation de KMnQO4
est une réaction rapide. Cette réaction d’oxydation est inversement proportionnelle a I’activité
de la catalase. L’absorbance est mesurée a un spectrophotométre a plaques (Fluorimétre/
luminométre Infinite M200 pro TECAN). Enfin, I’activité spécifique de la catalase est exprimeée

en uM d’ H20, consommé par minutes par mg de protéine.

b) Vérification de la linéarité de la méthode

Afin de vérifier la linéarité du test, on a optimisé la méthode en testant des différentes
dilutions d’un homogénat de foie de souris préalablement préparé dans un tampon phosphate a
0,1 M et pH 7,4 a différentes dilutions.

Les Figure 44 et Figure 45 montrent une cinétique linéaire mesurée durant 3 minutes de
décomposition de H202 par I’homogénat de foie de souris utilisé a trois différentes dilutions
1/1000, 1/2000 et 1/4000. Les valeurs du temps zéro ont été obtenu en inversant 1’ordre
d’addition de I’acide sulfurique et H20,. Nous avons évités les conditions de dosages dans
lesquelles plus de 80% du H20- était décomposé et ceci ¢’était le cas en utilisant des dilutions
de I’ordre de 1/50, 1/100,1/200 et 1/500.
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Figure 44: Figure montrant la cinétique de la décomposition de H,O; par I’homogénat de foie de
souris.

L’homogénat a été utilisé a trois différentes dilutions, les valeurs de du temps zéro ont été obtenu en inversant
["ordre d’addition du [’acide sulfurique et H,O.
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Figure 45 : Figure montrant la courbe dose-activité de la décomposition de H2O par I’homogénat
de foie de souris
Courbe concentration homogénats de foie de souris- activité catalase. Les points indiquent la gamme de dilution
de I'nhomogénat de foie de souris. Les dilutions utilisés sont 1/500 (=1), 1/2000 (=0,5), 1/2000 (=0,25) et 1/4000
(=0,125).

Afin de Vérifier et mettre au point toutes les conditions et les parameétres du test, nous avons

veérifié la concentration de H.O utilisée dans ce test pour cela nous avons réalisé un test en
modifiant les différentes concentrations de H20Oz allant de 0 a 50 mM et en utilisant une seule
dilution de ’homogénat de foie a 1/2000. Les résultats de la Figure 46 montre que la
concentration utilisée 6,25 mM est la bonne concentration car elle se trouve dans la zone linéaire

de la courbe obtenue aprés ce test.
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Figure 46 : Figure montrant les taux d’oxydation de KMnO, par les différentes concentrations de
E'rf (()az). les valeurs de DO obtenu a 480nm aprés I’oxydation de KMnOsen présence des différentes concentrations
de H20; restant a l'issue de la réaction. En (b) représentation graphique de la courbe montrant les niveaux
d’oxydation de KMnO4 oxydé par le H,O, allant de 1,562 & 12,5 mM.

Aprés avoir verifié les principaux parametres du test, et validé la méthode, notre but est
d’optimiser la méthode pour mesurer cette activité dans les fractions du gradient de Nycodenz.
Nous avons réalisé le test en utilisant une solution de Nycodenz a 0.25% avec les différentes
concentrations de la solution de H,0,allant de 0 a 50 mM, une dilution de ’homogénat de foie
a 1/2000 et au cours de 3 minutes comme temps de réaction comme déja décrit. Le but de cette
manipulation est de vérifier si une interférence entre la solution de Nycodenz et le test de la
mesure de I’activité de la catalase en mesurant 1’oxydation de KMnOgaura lieu. Les résultats
obtenus dans la figure 47 montrent qu’il n’y a pas d’interférence entre la solution de Nycodenz
et les autres composantes du test et que le test a garder ses propriétés et linéarité au cours de la

réaction.




a AAbs = -f ([HZOZ] mM en présence de la b AAbs de KMno4 oxydé avec le HZOZ au

solution Nycodenz & 0,25% (finale) cours de temps en présence de la solution
de Nycodenz & 0,25%
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Figure 47 : Figure montrant les taux d’oxydation de KMnO. par les différentes concentrations de
H.0, en présence de la solution de Nycodenz a 0.25%.

En (a) les valeurs de ADO obtenu a 480nm apres I'oxydation de KMnOasen présence des différentes concentrations
de HyO; allant de 0 a 6,25mM restant a lissue de la réaction. En (b) représentation graphique de la courbe
montrant les niveaux d’oxydation de KMnO4 oxydé par le H,O, pendant les 3 minutes de la réaction.

Cette technique de la mesure de 1’activité de la catalase a été décrite pour la premiére fois
par Goldblith et Proctor en 1950 (Goldblith & Proctor, 1950). Dans une revue publiée par
Maehlyel et ses collaborateurs en 1954, a décrit un historique des différentes techniques et
méthodes utilisées pour la mesure de I’activité de la catalase (Maehly & Chance, 1954). En
conclusion de cette revue, Maehlyel a recommandé la mesure de cette activité en utilisant le
KMnOas. Nous avons mis au point cette technique pour qu’elle soit appliquée pour mesurer
I’activité de la catalase dans tous les tissus et les cellules. Nos tests ont été réalises en utilisant
un homogénat de Foie de souris et les lysats des cellules de BV-2 et nous avons mis au point

cette technique pour mesurer cette activité dans les fractions de Nycodenz.




E.  Déficience en ACOXI et distribution d’organites subcellulaires
dans les cellules BV-2

Pour mieux caractériser les cellules BV-2 sauvages (Wt) et les cellues BV-2 Acox1”
(déficientes en ACOX1) et comprendre 1’effet de cette déficience en ACOXI1 sur le contenu
cellulaire en peroxysomes, nous avons réalisé des expériences de fractionnement subcellulaire
de deux types de cellules BV-2 Wt et BV-2 Acox1™”. Ces travaux ont été réalisés au Laboratoire
de Chimie Physiologique a L’Université de Namur. Connaissant les liens décrits dans la
littérature entre déficience en ACOXL1 et biogenese du peroxysome, nous avons entrepris des
expériences de fractionnement cellulaire de BV-2 pour comprendre 1’existence ou non de
modifications de la distribution aprés fractionnement des peroxysomes et des autres organites
cellulaires dans chaque lignée BV-2. La distribution des organites cellulaires dans différentes
fractions obtenues a été suivie grace aux mesures des différentes activités des enzymes

marqueurs caractéristiques de chaque organite.

Le fractionnement des cellules BV-2 a été réalise par centrifugation différentielle comme
décrit dans le chapitre Matériel et Méthodes. Nous avons mesuré les activités spécifiques
relatives des différentes enzymes marqueurs dans chaque fraction obtenue. L’aspect qualitatif
de ce fractionnement a été¢ estimé par 1’activité spécifique relative qui nous renseigne sur le
degré de pureté de chaque fraction (Figure 48). Elle indique le rapport de ’activité spécifique
mesurée dans la fraction sur 1’activité spécifique mesurée dans I’homogénat total. Les résultats

présentés dans la figure 49 en fonction des enzymes marqueurs pour chaque organite montrent :

La mesures des activités d’enzymes marqueurs des lysosomes a savoir : la B-galactosidase,
la B-hexosaminidase et la cathepsine-C montre une distribution homogene de ces trois activités
dans la fraction L (dite de Mitochondries légéres selon de Duve). Ceci indique un
enrichissement en lysosomes dans cette fraction L. La distribution des activités lysosomales ne
semble pas étre perturbée par la déficience en ACOX1, méme si ’activité spécifique relative
de la B-galactosidase est plus importante dans la fraction L de BV-2 Acox1” par rapport aux

BV-2 Wt (Figure 48a, b et Figure 50 c).
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Figure 48: distribution des différentes enzymes caractéristiques des organites cellulaires dans les
cellules BV-2 Wt et Acox1-/- aprés fractionnement subcellulaire.

L’axe des abscisses exprime le pourcentage cumulé des protéines de différentes fractions obtenues par
centrifugation différentielle. L’axe des ordonnées représente I’activité spécifique relative de chaque fraction en
fonction [’activité totale dans I’homogénat. Les cellules BV-2 : Wt et Acox1-/- ont été homogénéisé dans du tampon
saccharose & 250 mM isotonique glacé. Les homogénats cellulaires ont été soumis a une centrifugation
différentielle pour obtenir les cing fractions subcellulaires : N, M, L, P et S. Les différentes activités enzymatiques
ont été dosées dans chaque fraction. Les graphiques représentent les activités spécifiques relatives en fonction des
pourcentages cumulés des protéines (n = 6). Les enzymes marqueurs des lysosomes sont représentées en (a) la -
galactosidase et en (b) la f-hexosaminidase.
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Figure 49: distribution des différentes enzymes caractéristiques des organites cellulaires dans les
cellules BV-2 Wt et Acox1-/- aprés fractionnement subcellulaire.

L’axe des abscisses exprime le pourcentage cumulé des protéines de différentes fractions obtenues par
centrifugation différentielle. L’axe des ordonnées représente l’activité spécifique relative de chaque fraction en
fonction [’activité totale dans I’homogénat. Les cellules BV-2 : Wt et Acox1-/- ont été homogénéisé dans du tampon
saccharose a 250 mM isotonique glacé. Les homogénats cellulaires ont été soumis a une centrifugation
différentielle pour obtenir les cing fractions subcellulaires : N, M, L, P et S. Les différentes activités enzymatiques
ont été dosées dans chaque fraction. Les graphiques représentent les activités spécifiques relatives en fonction des
pourcentages cumulés des protéines (n = 6). Les enzymes marqueurs des lysosomes sont représentées en (c) pour
la Cathepsine-C.

La cytochrome C oxydase est une enzyme marqueur des mitochondries, c’est une
enzyme de la membrane interne mitochondriale. Le maximum d’activité est distribué entre les
deux fractions L et M (mitochondries lourdes) comme étant successivement les deux fractions
mitochondriales lourde et légéere (Figure 50). La Déficience en ACOX1 se traduit par une
diminution de I’activité relative cytochrome C oxydase plus marquée dans la fraction L que

dans la fraction M.
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Figure 50: Distribution des différentes enzymes caractéristiques des organites cellulaires dans les

cellules BV-2 Wt et Acox1-/- aprés fractionnement subcellulaire.

L’axe des abscisses exprime le pourcentage cumulé des protéines de différentes fractions obtenues par
centrifugation différentielle. L’axe des ordonnées représente l’activité spécifique relative de chaque fraction en
fonction I’activité totale dans [ 'homogénat. Les cellules BV-2 : Wt et Acox1-/- ont été homogénéisé dans du tampon
saccharose a 250 mM isotonique glacé. Les homogénats cellulaires ont été soumis a une centrifugation
différentielle pour obtenir les cing fractions subcellulaires : N, M, L, P et S. Les différentes activités enzymatiques
ont été dosées dans chaque fraction. Les graphiques représentent les activités spécifiques relatives en fonction des
pourcentages cumulés des protéines (n = 6). L enzyme marqueur de la membrane mitochondriale : la cytochrome-
C oxydase est en (d).

Concernant 1’activité de I’enzyme ACOXI1, nous avons mesuré 1’activité spécifique
relative dans chaque fractions ENMLPS des cellules BV-2 (W) et déficientes en ACOX1, afin
de montrer la répartition de cette activité dans les différentes lignées. La Figure 51 a montré
que cette activité est fortement mesurée dans les deux fractions M et P des cellules BV-2 Wt
tandis que cette activité mesurée entre la fraction M et L dans les cellules déficientes en
ACOXI. Cette activité est relative par rapport a ’activité totale mesurée dans la fraction E
(Lysat totale). Le calcul de la mesure de I’activité spécifique dans chaque fraction montre une
trés faible activité d’oxydation dans les fractions ENMLPS des cellules BV-2 déficiente en
ACOX1 par rapport aux cellules BV-2 contrdles. Cette activité présente le bruit de fond du test

comme le montre la Figure 51 b.
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Figure 51: Distribution des différentes enzymes caractéristiques des organites cellulaires dans les
cellules BV-2 Wt et Acox1-/- aprés fractionnement subcellulaire.

L’axe des abscisses exprime le pourcentage cumulé des protéines de différentes fractions obtenues par
centrifugation différentielle. L’axe des ordonnées représente [’activité spécifique relative de chaque fraction en
Jfonction I’activité totale dans [ 'homogénat. Les cellules BV-2 : Wt et Acox1-/- ont été homogénéisé dans du tampon
saccharose & 250 mM isotonique glacé. Les homogénats cellulaires ont été soumis a une centrifugation
différentielle pour obtenir les cing fractions subcellulaires : N, M, L, P et S. Les différentes activités enzymatiques
ont été dosées dans chaque fraction. Les graphiques représentent les activités spécifiques relatives en fonction des
pourcentages cumulés des protéines (n = 6). L activité spécifique relative de |'enzyme BiF/ ACOXI dans les deux
types cellules BV-2 représentées en (a) I'activité spécifique de cette enzyme est représenté en (b).




L’enzyme marqueur des peroxysomes, la catalase montre une distribution différente
entre la lignée BV-2 Acox1™ et la lignée BV-2 Wt. En effet, chez les BV-2 Wt I’activité catalase
est distribuée entre les fractions M, L et P avec une forte activité dans la fraction L. Alors que
dans les BV-2 Acox1”, la distribution de I’activité catalase est profondément modifiée : une
diminution significative dans les fractions M et L et une augmentation dans la fraction P. Ce
résultat suggérerait une modification de la taille et de la densité des peroxysomes les BV-2
Acox1-/- (Figure 52).
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Figure 52: Distribution des différentes enzymes caractéristiques des organites cellulaires dans les

cellules BV-2 Wt et Acox1-/- aprés fractionnement subcellulaire.

L’axe des abscisses exprime le pourcentage cumulé des protéines de différentes fractions obtenues par
centrifugation différentielle. L’ axe des ordonnées représente [’activité spécifique relative de chaque fraction en
fonction [’activité totale dans [ 'homogénat. Les cellules BV-2 : Wt et Acox1-/- ont été homogénéisé dans du tampon
saccharose a 250 mM isotonique glacé. Les homogénats cellulaires ont été soumis a une centrifugation
différentielle pour obtenir les cing fractions subcellulaires : N, M, L, P et S. Les différentes activités enzymatiques
ont été dosées dans chaque fraction. Les graphiques représentent les activités spécifiques relatives en fonction des
pourcentages cumulés des protéines (n = 6). Le graphique représente [ activité spécifique relative de la catalase.
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La distribution de la fraction microsomiale a été suivie grace a l’activité de 1’a-
glucosidase alcaline, enzyme marqueur du réticulum endoplasmique. La distribution est
similaire dans les deux lignées BV-2 Acox1™ et la lignée BV-2 Wt et les microsomes sont
majoritairement retrouvé dans la fraction P avec une partie dans la fraction L. Ce qui montre

que la fraction P est enrichie en microsomes parmi d’autres organites cellulaires (Figure 53a)

La dipeptidyl peptidase Il (DPP-III) est I’enzyme marqueur du cytosol et son activité
est majoritairement distribuée dans la fraction soluble S. L’activité retrouvée dans les autres
fractions, principalement N et M, est vraisemblablement due au volume de surnageant gardé

dans ces fractions au cours de la récupération des culots aprés centrifugation (Figure 53b).

A la suite de cette analyse des activités spécifiques relatives et la distribution des différents
organites cellulaires aprés fractionnement, nous avons choisi d’utilisé la fraction L en
ultracentrifugation sur un gradient linéaire de Nycodenz. En effet, dans cette fraction L,
I’activité catalase indique que les peroxysomes ont été purifiés environ 7 fois dans les cellules

BV-2 Wt et de 3,5 fois dans les cellules BV-2 Acox1™.
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Figure 53: Distribution des différentes enzymes caractéristiques des organites cellulaires dans les

cellules BV-2 Wt et Acox1-/- aprés fractionnement subcellulaire.

L’axe des abscisses exprime le pourcentage cumulé des protéines de différentes fractions obtenues par
centrifugation différentielle. L’axe des ordonnées représente I’activité spécifique relative de chaque fraction en
Jfonction I’activité totale dans I 'homogénat. Les cellules BV-2 : Wt et Acox1-/- ont été homogénéisé dans du tampon
saccharose & 250 mM isotonique glacé. Les homogénats cellulaires ont été soumis a une centrifugation
différentielle pour obtenir les cing fractions subcellulaires : N, M, L, P et S. Les différentes activités enzymatiques
ont été dosées dans chaque fraction. Les graphiques représentent les activités spécifiques relatives en fonction des
pourcentages cumulés des protéines (n = 6).En (a) lactivité de I’a-glucosidase alcaline enzyme de la fraction

microsomiale et en (b) [’activité de la DPP-111 enzyme marqueur de la fraction cytosolique.




A partir des fractions obtenues par centrifugation différentielle, nous avons analysé
I’expression protéique de la catalase et de I’ACOX1 par western blotting. Le profil
d’expression de la catalase dans les fractions ENMLPS des cellules BV-2 est présenté dans la
figure 54 et la figure 55. Ce profil montre qu’aussi bien I’ACOX1 (bande a 50 kDa ; figure 54
a ) que la catalase (bande a 66 kDa, Figure 55 a) sont détectées dans toutes les fractions N, M,
L, P et S obtenues a partir des cellules BV-2 Wt et elles sont particulierement exprimées dans
les fractions L et P. Dans les fractions obtenues a partir de I’homogénat des cellules BV-2
Acox1-/-, nous observons 1’absence de 1’expression d’ACOX]1 dans toutes ces fractions
testées. Ceci atteste que la déficience de 1’activite¢ ACOX1 est liée a ’absence d’expression de
la protéine dans la lignée BV-2 Acox1-/-.
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Figure 54: La distribution de la protéine ACOX1 dans les cellules BV-2 Wt et Acox1 -/- aprés le
fractionnement subcellulaire complet.

Les cellules BV-2 Wt et Acoxl -/- ont été homogénéisées dans du tampon sucrose 250 mM et soumise a une
ultracentrifugation. L’ACOXI a été détectées par western-blot aprés séparation en PAGE-SDS et électrotransfert
sur des membranes PVDF. L’immunodétéction a été réalisée a l’aide des anticorps primaires (anti ACOX1) et
secondaires conjugués a la HRP. 50 pg de chaque fraction ont été utilisée pour la PAGE-SDS. Les résultats de la
densitométrie obtenus sont analysés sur Chemidoc par rapport au lysat total des deux cellules BV-2. En (a) (b)
bande correspondant a ACOXI et en (b) les profils de niveau d’expression de cette protéine.
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Figure 55: La distribution de la protéine Catalase dans les cellules BV-2 Wt et Acox1 -/- aprés le
fractionnement subcellulaire complet.

Les cellules BV-2 Wt et Acox1 -/- ont été homogénéisées dans du tampon sucrose 250 mM et soumise a une
ultracentrifugation. La catalase a été détectée par western-blot apres séparation en PAGE-SDS et électrotransfert
sur des membranes PVDF. L’ immunodétéction a été réalisée a [’aide des anticorps primaires (anti catalase) et
secondaires conjugués a la HRP. 50 ug de chaque fraction ont été utilisée pour la PAGE-SDS. Les résultats de la
densitométrie obtenus sont analysés sur Chemidoc par rapport au lysat total des deux cellules BV-2. En (a) bande
correspondant a catalase et en (b) les profils de niveau d’expression de cette protéine.




La distribution des enzymes marqueurs dans les 13 fractions, aprés ultracentrifugation
d’une fraction L des cellules BV-2 Wt ou Acox1-/- sur un gradient linéaire de Nycodenz (réalisé
a partir de deux solutions de Nycodenz ayant respectivement des densités de 1,07 et 1,28 g/ml)
est représenté dans les Figure 56, Figure 57et Figure 58.

D’aprés la répartition de chaque type de particules en fonction de la densité, 1’activité
catalase indique que les peroxysomes migrent au cours de la centrifugation vers les régions les
plus denses du gradient de Nycodenz et se retrouve répartie entre les fractions 7 a 12 (1,1607
et 1,2194 g/ml) dans les cellules BV-2 Wt avec une forte activité les fractions 8 et 9 (1,1801 et
1,1928 g/ml).

La mesure de ’activité déshydrogénase de I’enzyme bifonctionnelle montre que la
répartition des peroxysomes est plus restreinte aux fractions 8 a 10 avec une densité allant de
1,1720 a 1,1980 g/ml. Dans les cellules BV-2 Acox1”, la répartition de ’activité catalase, et
donc des peroxysomes, se trouve plus centrée sur les fractions 7 et 8 (1,1672 a 1,1801 g/ml) et
la mesure de I’activité de I’enzyme bifonctionnelle confirme 1’absence de I’activité ACOX1
dans les cellules BV-2 Acox1” et donc de la déficience ACOX1 dans cette lignée. En se basant
sur I’activité catalase, nous observons un déplacement de la densité d’équilibre de la fraction
peroxysomale dans le gradient Nycodenz indiquant des particules moins denses et
probablement de plus petite taille en tenant compte également des résultats de centrifugation

différentielle.

Concernant les cellules BV-2 Wt, les activités lysosomales B-galactosidase et cathepsine
C montrent une répartition dans le gradient Nycodenz dans les fractions 4 a 8 pour la B-
galactosidase et 3 a 8 pour la cathepsine C avec des maximums centrés sur les fractions 5a 7
pour ces deux activités a un intervalle de densité entre 1,1331 et 1,1607 g/ml. Ceci indiquerait
que les lysosomes se retrouvent principalement dans les fractions 4 a 7. La répartition des
lysosomes dans le gradient Nycodenz, a partir de la fraction de «L» préparée des BV-2 Acox1’
" montre un déplacement des activités lysosomales (B-galactosidase et cathepsine C) vers des
densités d’équilibre plus grande 1,1445 a 1672 g/ml. Ceci suggererait que la déficience en
ACOX1 se traduit par une modification du contenu lysosomale influencant son comportement

isopycnique.
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Figure 56: Distribution des enzymes dans la fraction L aprés la centrifugation dans le gradient de
densité différentielle de Nycodenz.

La fraction L obtenue apres le fractionnement complet des cellules BV-2 : Wt et ACOX1 (-/-) a été déposée sur
un gradient de Nycodenz isotonique allant de 1,03 & 1,28 g/ml et centrifugé & 39000g pendant 2h30. 13 fractions
ont été recueillies. Ainsi, les activités de la f-galactosidase en (a), a-glucosidase alcaline en (b) ont été mesurées.
Les lignes en rose et en noir correspondent aux BV-2 Wt ACOX1 (-/-) respectivement.
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Figure 57: Distribution des enzymes dans la fraction L aprés la centrifugation dans le gradient de
densité différentielle de Nycodenz.

La fraction L obtenue apres le fractionnement complet des cellules BV-2 : Wt et ACOX1 (-/-) a été déposée sur
un gradient de Nycodenz isotonique allant de 1,03 & 1,28 g/ml et centrifugé a 39000g pendant 2h30. 13 fractions
ont été recueillies. Ainsi, les activités de la Cathepsine-C en (a), ACOX1/ Bif en (b) ont été mesurées. Les lignes
en rose et en noir correspondent aux BV-2 Wt ACOX1 (-/-) respectivement.
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Figure 58: Distribution des enzymes dans la fraction L aprés la centrifugation dans le gradient de
densité différentielle de Nycodenz.

La fraction L obtenue apres le fractionnement complet des cellules BV-2 : Wt et ACOXL1 (-/-) a été déposée sur un
gradient de Nycodenz isotonique allant de 1,03 & 1,28 g/ml et centrifugé & 39000g pendant 2h30. 13 fractions ont
été recueillies. Ainsi, les activités de la catalase en (a), Cytochrome-C oxydase en (d) ont été mesurées. Les lignes
en rose et en noir correspondent aux BV-2 Wt ACOX1 (-/-) respectivement. La mesure de [’activité de la
cytochrome —C oxydase a été réalisé sur un gradient de Nycodenz coupé uniquement en 5 fractions au contraire
des autres activités qui ont été mesurer sur un gradient de 13 fractions.
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V. Discussion

Les peroxysomes sont des organites multifonctionnels hautement dynamiques dans les
cellules eucaryotes de toutes les especes y compris chez I'nomme. Ils assurent ainsi plusieurs
fonctions et contribuent a plusieurs voies cellulaires anaboliques et cataboliques, ce qui les rend
essentielles pour la santé et le développement chez les mammiferes. L une des caractéristiques
remarquables des peroxysomes est leur capacité a reagir aux différents stimuli cellulaires et/ou
environnementaux en modifiant toutes les propriétés qui les caractérisent a savoir : leur
biogenése, leur morphologie, leur nombre, leur composition en protéines et leur activité
métabolique. La majorité des connaissances actuelles sur ces organites cellulaires et leurs roles
physiologiques proviennent des différentes études sur les maladies génétiques et
neurodégéneératives provoquées par un dysfonctionnement de peroxysomes, ou bien par une

déficience de 1’un des enzymes qui les contiennent.

La composition et la structure cellulaire des peroxysomes sont simple mais les fonctions
qui les assurent sont complexes et restent encore a étudier malgré plusieurs décennies des
recherches sur cet organite cellulaire. En effet, les peroxysomes contiennent plus de 60
protéines qui remplissent diverses fonctions biologiques et qui rendent le peroxysome un
organite indispensable a la synthése des acides biliaires et des phospholipides membranaires, a
la synthese du cholestérol, a la degradation de I'acide urique, a I’oxydation des acides gras et
métabolisme du peroxyde d’hydrogéne. Ces deux derniéres fonctions étant les plus conservees

chez tous les organismes des levures a I'homme.

Les peroxysomes contiennent un ensemble d’oxydases génératrices de H20», telles que
I’acyl-CoA oxydasel et I'urate oxydase responsables d'environ 20% de la consommation
d'oxygéne dans le foie, mais également une batterie complexe de défenses antioxydantes
impliquées dans la régulation de I'accumulation de H-O: et de radicaux superoxydes et évitant
leur toxicité pour la cellule. Les deux enzymes capitales des peroxysomes sont 1’acyl-CoA
oxydase 1 et la catalase. La premiére est I’enzyme clé d’une voie métabolique importante, la -
oxydation des AGTLC, et la deuxieme enzyme est I’enzyme qui intervient dans la dégradation
du peroxyde d’hydrogéne. Une déficience de la premicre provoque une accumulation des
AGTLC au niveau plasmatique, une démyeélinisation et une neuro-inflammation qui sont les
caractéristiques majeures de I’une des maladies peroxysomales, la P-NALD. Ainsi, une
déficience en activité catalase provoque un stress oxydant suite a une accumulation des ROS,

un résultat conséquent qui peut étre lié a la déficience en ACOX1.
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Des études ont été réalisé chez les souris Acox1” ont montré que les souris ont
développé une hépatomégalie avec une stéatose hépatique sévere. Elles présentent aussi une
augmentation du taux de peroxyde d’hydrogéne au niveau hépatique avec une forte prolifération
des peroxysomes, et une augmentation dans la production des cytokines et macrophages
montrant la stimulation du systeme inflammatoire ce qui mene a la fin au développement d’un
hépatocarcinome suite a I’activation soutenue du PPARa. D’autres études ont montré que la
déficience en ACOX1 entraine chez le modéle murin Acox1” des importants changements au
niveau hépatique notamment une stéatose inflammatoire par ’activation des génes régulés par
PPAR. Cette déficience induit également un stress du RE di a I’accumulation des AGTLC et

une perturbation dans la voie de 1’oxydation des acides gras responsable de ce stress.

Dans le cadre de la caractérisation des effets bénéfiques pour la santé de substances
issues de cactus, nous avons realisé une étude in vivo chez la souris. Cette étude portait sur le
réle protecteur des substances naturelles dans la régulation du stress oxydatif et du processus
inflammatoire induit par les LPS chez la souris. Nous avons essay¢ de mettre en évidence 1’ effet
protecteur des différentes substances naturelles a savoir 1’huile de graine de cactus, les poudres
de la raquette et de la graine cactus contre le stress oxydatif induit par les LPS. Au cours de ce
traitement, nous avons utilisé d’autres substances naturelles comme les huiles d’olive et d’argan
dont certains effets sont déja bien connus. Les souris ont recu une alimentation mixée soit avec
de la poudre de graine de cactus ; soit avec de I’huile pendant 25 jours. Malheureusement, a
cause d’un mauvais fonctionnement de congeélateur, les résultats obtenus a partir de ces

échantillons se sont révélés inexploitables.

Cependant, le r6le protecteur des extraits de cactus a été étudié in cellulo grace au
modele de cellules microgliales BV-2. Ces résultats ont été présentés dans le chapitre 3.
L’exploration du potentiel préventif des extraits issus de la cladode de cactus. a montré que ces
extraits empéchent la diminution de I’activité de la catalase dans les cellules activées avec les
LPS. Cette étude a montré également un fort effet préventif sur la production de NO par le LPS
dans les cellules BV-2. Durant nos études, nous avons montré que les extraits de la cladode
d’Opuntia ficus indica révélent une grande capacité antioxydante et anti-inflammatoire dans la
modulation de 1’activité de la catalase peroxysomale et des propriétés anti-inflammatoire. Nous
avons également pu montrer un effet différentiel en fonction de la structure du LPS utilisé sur
les activités peroxysomales, en particulier sur la catalase et ’ACOX1. Le mécanisme lié a cette
régulation différentielles reste inconnu. Cependant, les résultats rapportés dans la littérature au

niveau hépatique pointent le role des cellules de Kupffer (des macrophages hépatiques
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résidents) dans la réponse du foie vis-a-vis du LPS par la réduction de I’activité ACOXI1. La
diminution de cette activité dans les cellules microgliales et sa répercussion sur la capacité
peroxysomale de b-oxydation des acides gras pourrait avoir des conséquences délétéres sur les
fonctions cérébrales en particulier dans le cadre de la neuroinflammation et les maladies

neurodégénératives peroxysomales.

Un autre objectif de ce travail de thése a été la caractérisation d’une lignée cellulaire des
cellules BV-2, présentant des caractéristiques de la microglie, déficiente en ACOX1. Cette
lignée déficiente en ACOX1 a été obtenue au laboratoire & Dijon en utilisant une nouvelle
technologie CRISPR/Cas-9 pour inactiver notre géne d’intérét ACOX1. Une partie des resultats

de ce chapitre a fait I’objet d’une publication scientifique.

Aprés confirmation par séquencage de mutation introduite dans le géne Acoxl1, nous
avons dans un premier temps validé cette déficience par I’absence de protéine ACOX1 par
Western blot et de son activité enzymatique. La mesure de I'oxydation de la palmitoyl-CoA a
été réalisée grace au suivi de la réduction du NAD™ au niveau de 1’enzyme bifonctionnelle,
deuxiéme enzyme du systeme de B-oxydation peroxysomal et nous avons pu démontrer la
quasi-absence d'activité enzymatique dans les extraits cellulaires de BV-2 déficientes en
ACOX1, tandis que l'activité de la catalase augmentait dans ces cellules. Ce paradoxe apparent
avait déja été signalé dans le foie de souris Acox1” (Chu et coll., 2004) ou aprés inhibition
spécifique de l'activité de I'ACOX1 chez le rat (Zeng et coll., 2017). En reéalité, une telle
augmentation pourrait étre causée par une modification du statut RedOx, telle que rapportée
précédemment chez les souris Acox1”, par l'augmentation du taux hépatique de H20 (Fan et
coll., 1998). En outre, I'expression et I'activité de la catalase sont trés sensibles au stress oxydatif
(Glorieux, et coll., 2015). 1l a été prouve que le déficit en ACOX1 chez les souris ou le I’absence
d’ACOXI1 dans des oligodendrocytes 158N générait un stress oxydatif (Baarine et coll., 2012;
Huang et coll., 2012). Des régulations epigénétiques ou post-transcriptionnelles peuvent étre
considérées comme des explications possibles de 1’activité accrue de la catalase (Glorieux et
coll., 2015). Compte tenu de I'augmentation du nombre de peroxysomes et des mitochondries
et de la diminution de la taille des mitochondries observée dans les cellules déficientes en
ACOX1, une activation éventuelle de PPARa serait également possible. Les peroxysomes et
les mitochondries partagent des mécanismes de division et de prolifération tres similaires qui
dépendent en partie de I'activation de PPARa. ( Schrader et coll., 2016). Une étude de I’activité
enzymatique mitochondriale via la mesure des activités des complexes mitochondriaux est en

cours pourrait nous aider a mieux expliquer cette relation entre les peroxysomes et les




mitochondries dans le cadre de cette déficience. Dans le foie des souris Acox1™, une activation
prolongée des voies de PPARa a été observée (Fan et coll., 1998). L hypothése la plus admise
est qu'un ou plusieurs substrats d’ACOX1 s’accumulent et servent d’activateurs de PPARa
( Huang et coll., 2012) . Parmi ces substrats, les VLCFA ont été décrits en tant que ligands de
PPARa (Hostetler, et coll., 2006; Hostetler, et coll., 2005). L'analyse lipidique des cellules
déficientes en ACOX1 a confirmé I'accumulation de VLCFA (C26: 0, C24: 0, C26: 1, C24: 1).
Bien que nous ayons observé quelques modifications des taux de AGPI dans les cellules
déficientes en ACOX1, aucune modification évidente des AGPI n'a été observée contrairement
aux fibroblastes des patients ou aux souris Acox1”- chez qui les concentrations plasmatiques de
DHA et d'AA étaient diminuées (Vluggens et coll., 2010; Abe, et coll., 2014). Dans notre
modele cellulaire, une analyse préliminaire de génes sensibles a PPARa, tels qu’ACOX1 ou
Pex11b, a montré une induction faible qui ne permet pas de demontrer clairement I'implication
de PPARa (données non présentées). Il est a noter que des mécanismes de prolifération des
peroxysomes indépendants de PPARa ont déja été décrits (Gondcaille et coll., 2005; Schrader
et coll., 2016; Bagattin, et coll. 2010).

Le fractionnement subcellulaire complet et la purification sur un gradient de densité de
Nycodenz realisés sur les cellules BV-2 deficientes en ACOX1 ont été réalisés pour la premiere
fois. Ils ont pour objectif de comparer et vérifier les différences entre les organites de ces
cellules a savoir la répartition et la distribution de leurs activités enzymatiques dans les cellules

BV-2 Acox1™, avec un intérét particulier pour les peroxysomes.

Globalement, les résultats du fractionnement complet des cellules ont montré que la
distribution des organites n’a pas était affecté avec cette déficience mais avec des niveaux

différents des activités des enzymes marqueurs.

Pour la fraction L suivie grace a la présence de trois enzymes marqueurs : la p-
galactosidase, la B-hexosaminidase et la cathepsine-C ; les résultats montrent le méme profil de
distribution des organites de ces trois enzymes dans les fractions avec un maximum d’activité
dans la fraction L d’intérét. On remarque aussi une légére augmentation de 1’activité specifique
relative de la B-galactosidase lysosomale dans les cellules BV-2 déficiente en ACOX1 par

rapport aux cellules controles.

Concernant la fraction mitochondriale lourde M, une fraction enrichie en mitochondries,
dans laquelle I’activité enzymatique de la cytochrome C oxydase devrait étre maximale. Or,

dans les cellules BV-2, les résultats montrent que cette activité est repartie entre les deux




fractions M et L, et ne montrent aucune différence pour la distribution de cette activité entre les
deux lignées de cellules BV-2 Wt et BV-2 Acox1™. Le fait de ne pas avoir un pic d’activité
dans cette fraction comme le cas des activités des enzymes lysosomales peut étre expliqué par
la présence de plus de mitochondries dans la fraction L. Ces résultats devraient étre confirmes
ou infirmés par les mesures des activités des complexes mitochondriaux dans ces fractions qui

sont en cours.

Les résultats sont un peu surprenants concernant la distribution de I’activité de la mesure
de I’enzyme ACOX1 dans ces fractions, il était connu depuis longtemps que la fraction « L »
dite mitochondriale légere est une fraction enrichie des lysosomes et peroxysomes et comme
ACOXI est une enzyme peroxysomale, on s’attend a avoir un maximum d’activit¢ ACOX1
dans la fraction L. Or, nos résultats montrent une activité dans deux fractions M mitochondriale
lourde et la fraction P microsomale mais une faible activité dans la fraction L dans les cellules
BV-2 Wt. L’ensemble des activités dans les deux fractions des BV-2 Wt reste remarquablement
plus élevé par rapport aux activités détectées dans les fractions des cellules BV-2 Acox1”. Ces
résultats sont confirmés par la distribution et le profil d’expression de cette enzyme dans les
différentes fractions qui montre une forte intensité dans les deux fractions M et P des cellules
Wt avec 1’absence de cette intensité dans toutes les fractions issues des cellules BV-2 Acox1™.
L’absence de cette activité ACOX1 est aussi démontré par les résultats de mesure de cette

activité dans les fractions de gradient de Nycodenz.

L’activité de la catalase mesurée dans chaque fraction des deux cellules BV-2 montre
qu’un maximum de cette activité est présent dans la fraction L mitochondriale 1égére enrichie
des lysosomes et peroxysomes dans les cellules Wt. Mais, cette activité est quasiment la méme
pour les deux fractions « L » et « P » dite la fraction microsomale enrichie du RE et qui peut
aussi contenir des peroxysomes de petite taille. Ceci pourrait expliquer les résultats obtenus par
western blot et I’intensité du signal mesuré dans ces fractions cellulaires. D’autres études

suggerent que la déficience en ACOXL1 induit un stress oxydant au niveau du RE.

La mesure de I’activité de a-glucosidase alcaline enzyme marqueur du RE, dont
I’activité est attendue dans la fraction « L » avec les lysosomes et les peroxysomes mais aussi
dans la fraction «P» ou peut exister des RE de petites tailles ou bien dont la forme et la structure
sont abimés suite au processus de fractionnement. La distribution de I’activité enzymatique est
quasiment la méme dans les deux types cellulaires avec une légere augmentation de cette

activité dans les cellules BV-2 Acox1™.




La DPP-111, enzyme marqueur de la fraction cytosolique la distribution et la qualité du
fractionnement. Les résultats montrent une activité maximale de cette enzyme dans la fraction
S contient uniquement le cytosol avec 1’absence des autres organites. Nous n’observons pas de
différence entre les deux types de cellules. A signaler que dans cette fraction, aucune des autres

activités ne devraient étre détectées, ce qui montre la qualité du fractionnement.

Durant la présente étude, nous n’avons pas constaté de changement ni de la taille, ni de
la densité des peroxysomes comme les montre les résultats du fractionnement sur le gradient
de Nycodenz ; les cellules BV-2 présentent une déficience en ACOX1 ont gardé la méme
densité apres avoir déposé les mémes fractions enrichies en peroxysomes des cellules BV-2 Wt
ou BV-2 Acox1” sur le gradient de densité Nycodenz. Il a été suggéré dans le cas de la
déficience en ACOX1, que I’accumulation des AGTLC pourrait perturber les membranes
peroxysomales et interférer avec le mécanisme d’import des protéines peroxysomales menant
ainsi a des morphologies anormales ou bien a I’agrégation de plusieurs organites (Fan et coll.,
1996; Funato et coll., 2006). Une analyse plus approfondie est nécessaire pour clarifier ce point

qui est probablement associé aux différences entre les tissus ou les espéces.

L’analyse de I’expression en RT-qPCR de ’ARNm de I’ACOX1 des cellules BV-2
Acox1”- montre une expression comparable a celle des cellules BV-2 contrbles. Dans ces
cellules BV-2 Acox1™, I’absence d’activité et de la protéine sont dus a I’insertion d’un
nucléotide T provoquant un décalage du cadre de lecture au cours de la traduction de I’ARNm
muté Acox1.

L’expression génique de I’ACOX1 est dépendante de la coactivation transcriptionnelle
par le coactiovateur PGC-1a. L’analyse de ’expression de du géne codant pour la PGC-1a
n’est pas affecté par cette déficience et ne montre aucune différence du niveau d’expression de
PGC-1a dans les cellules BV-2 Acox1™ par rapport au BV-2 Wt. Le PGC-1a est également
connu comme étant un coactivateur des facteurs intervenant dans la biogenese et le métabolisme
mitochondriale. Le méme résultat a été déja montré dans notre équipe (donnée non publié) dans
le cadre de la déficience en ACOX1 dans les fibroblastes des patients atteint de la P-NALD.
Dans ces fibroblastes P-NALD, Le taux d’expression de ’ARNm PGC-1a ne montre pas de
variation.

Une étude préliminaire réalisée en absence de tout stimulus pour la mesure de 1I’expression
de ARNm des cytokines inflammatoire a montré 1’augmentation de 1’expression des IL-1f et

IL-4 avec une diminution du niveau de 1’expression de TNF-a et IL-6. Alors qu’il n’y a pas de




différence dans le niveau d’expression d’IL-10 dans les cellules BV-2 Acox1™ par rapport au
BV-2Wt. Or, ces résultats restent a confirmer par d’autres expériences en présence d’un
stimulus comme le LPS. Des résultats déja publiés ont montré I'induction d’IL-1p et d'IL-6 dans
dés les cellules BV-2 lors d'une stimulation par LPS (Qin et coll., 2016). L'induction observée
de I'lL-1B et la répression de 1'TL-6 sont inhabituelles et suggérant que le défaut peroxysomal a

déclenché une voie inhabituelle de régulation de I’inflammation.
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Conclusion et perspectives

l. Conclusion

Les travaux réalisés au cours de cette thése soulignent les effets et les propriétés
antioxydantes et anti-inflammatoires d’extraits issues de la raquette de cactus évalué dans les
cellules BV-2 de la microglie, les différents types de LPS ont utilisé pour activer les cellules
BV-2 en raison de I’hétérogénéité des structures des différents sérotypes de LPS utilisés.

Dans un premier temps, nous avons caractérisé I’effet protecteur de différents extraits
issus de cactus ainsi que les effets des différents types de LPS sur les fonctions peroxysomales.

Nous avons montré les points suivants :

¢ Nous avons montré que trois serotypes ont révelé une légere augmentation de la
viabilité des cellules BV-2.

e Un effet différentiel du LPS entre les deux activités peroxysomales ACOX1 et

catalase dans les cellules microgliales BV-2.

e Le LPS issu Salmonella minnosota a un effet uniquement sur 1’activité catalase

mais aucun effet sur ’activité¢ ACOXI.

e Les extraits issus de la raquette de cactus empéchent la réduction associée aux
traitements LPS des activités catalase et ACOXL.

e Les différents extraits de cactus ont montré un puissant effet préventif sur la
production de NO par le LPS des cellules BV-2. Les extraits sont capables
d’inhiber la réponse inflammatoire induite par le LPS dans ces cellules

microgliales.

e Les différentes formes de LPS issus des 4 types de LPS favorisent les réponses
différentielles entre [’oxydation des AG peroxysomaux et la fonction

antioxydante peroxysomale.




Dans le but d’étudier les conséquences d’un déficit peroxysomal, le deuxiéme volet des
travaux de cette thése a consisté a caractériser des cellules BV-2 microgliale deficiente en
ACOX1 préparé dans notre laboratoire en utilisant une nouvelle technologie CRISPR/Cas9
pour invalider le gene ACOX1. Ces travaux ont montré :

e L’absence de la protéine ACOX1 a été confirmée par western blot et la mesure

de I’activité spécifique de cette enzyme.

e L’augmentation de I’activité¢ de la catalase dans ces cellules causée par une

modification du statut RedOx en lien avec le stress oxydatif.

e Peude changement de la taille et de la densité des peroxysomes dans les cellules
BV-2 deficientes en ACOX1 comme les montrent les résultats du

fractionnement sur le gradient Nycodenz.

e Des modifications dans la plupart des activités enzymatiques qui caractérisent
les différents organites a savoir les activités mitochondriales et lysosomales
comme les montrent la mesure de ces activités dans les fractions subcellulaires

purifiées.

e Une augmentation dans les niveaux de la production de certaines cytokines

inflammatoires dans les cellules BV-2 Acox1” en absence de tout autre stimulus.

Il.  Perspectives

La nouvelle lignée microgliale BV-2 déficiente en ACOX1 a été bien caractérisée sur le
plan biochimique qui ressemble a certaines caractéristiques mesurées dans les fibroblastes de
patients déficient en ACOX1. Des modifications des fonctions des peroxysomes et de
mitochondries ont été observées dans les fibroblastes ACOX1™ et il serait important d’étudier

I’existence de ces observations dans la nouvelle ligne BV-2 Acox1™".

11 sera intéressant d’évaluer 1’effet de la déficience en ACOX1 sur le métabolisme
mitochondrial par I’étude des différentes activités des complexes mitochondriaux. Dans ces

cellules BV-2 déficiente en ACOXL, il serait indispensable de décortiquer le mécanisme qui




fait un lien entre cette déficience en ACOX1 et les altérations des fonctions mitochondriales, a
savoir 1’étude de I’état de respiration mitochondriales, le potentiel membranaire mitochondriale

et I’état du stress oxydant par la mesure des activités des autres enzymes.

Il serait essentiel aussi de réaliser une étude détaillée des différentes fractions M et P afin
de comparer les niveaux des activités dans ces trois fractions et trouver une explication de la

présence des activités peroxysomales dans ces fractions.

Nous avons montré que les extraits issus de cactus sont caractérisés par leur pouvoir
antioxydant et antiinflammatoire. Il est donc important de faire une évaluation des effets sur la

régulation de la biogenése et les voies du métabolisme de la mitochondrie.

Il est important d’identifier les composants responsables de ces effets dans les extraits de
cactus et I’utilisation du mod¢le de cellules BV-2 pourrait s’avérer cruciale dans le criblage des

activités de molécules purifiées a partir de cette plante.

Il sera essentiel de poursuivre 1I’étude de ces effets anti-inflammatoires et antioxydants chez

un modele animal comme la souris.
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Abstract

In patients with sepsis, liver melabolism and its capacity o provide other organs with energetic substrales are impaired. This and many
other pathophysiological changes seen in human patients are reproduced in mice injected with purified endoloxin (lipopolysaccharide, 1PS).
In the present study, down-regulation of genes involved in hepatic falty acid oxidation (FAOx) and gluconeogenesis in mice exposad 1o
LPS was challenged by nutritional intervention with Argan oil. Mice given a standard chow supplemented or not with either 6% (w/w)
Argan oil (AO) or 6% (w/w) olive oil (00) prior 1o exposure 0 LPS were explored for liver gene expressions assessed by mRNA
transcript levels andfor enzyme activities. AO (or 00) food supplementation reveals thal, in LPS-treated mice, hepatic expression of genes
imvolved in FAOx and gluconeogenesis was preserved. This preventive protection might be related to the recovery of the gene expressions
of nuclear receptors peroxisome proliferastor-activated receptor & (PPARe) and estrogen refated recepior o (ERRa) and their coactivator
peroxisome profifermor-activated receplor gamma coactivator-1a, (PGC-lar). These preventive mechanisms conveyed by AO against LPS-
induced metabolic dysregulation might add new therapeutic potentialities in the management of human sepsis.
© 2015 The Authors. Published by Elsevier B.V. on behalf of Sociéé Francaise de Biochimie et Biologie Moléculaire (SFBBM).
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1. Introduction

Bactenal infection is a common cause of scpsis, a patholog-
ical state inducing a severe organ dysfunction and a high mor-
tahity rate, and requinng itensive care |1-3]. Thas acote syn-
drome 1= associaled with systemic inflammation and distorbed
metabolism [4,5]. During bactenial infection, relesse in the host
of endodoxing (lipopolyssccharides, LPS) from gram-negative
bacteria membrane generates a podent inflammatory cytokine re-
sponse and severely impairs lipid metabolism, inducing reduced
serum high density lipoprotein (HIDL), increased plasma free
faity acids and triglyeerides levels [3]. These metabolic changes
are mainly accounied for by enhanced hepatic inglycenide syn-
thesis and adipose tisswe lipolysis combined with a drop in fatty
acid oxidation (FACK ) in zseveral tssucs including heart, kidney,
liver and skeletal muscle [3,6-10]. The downregulation of FAOx
by LPS is correlated with decreased expressions of the nuclear
receplor Peroxisome Proliferator- Activated Receplor (PPRAR o
and 113 coactivalor PPARy Coasctivator (PGC)-1e, which phiys-
wlogically work in concert 1o regulate FAOx-related gene ex-
pressions | 11,12]. In this respeet, ligand-dependent activation of
the nuclear receptor PPAR: prompis itz heterodimerization with
Retinoid X Receptor (RXR)e [13,14]. The PPARa/RX R com-
plex binds o PPAR@-response clements (PPRE) of larget pencs
which may code for milochondnal and peroxisomal eneymes
imvolved in fatty acid f-oxidation pathways such as camiline
palmitoy] transferase 1 (CPTTa and CIFTTB), shori-, medium-,
lomg- and very long-chain acyl CoA dehwdrogenases (ACADS,
ACADM, ACADL and ACADVL) [15-19], acyl-CoA oxi-
dase | (ACOX1) [17.20,21] and other prodeins [12,22]. Ow the
other hand, Lipin-1, a phosphatidate phosphatase, has arisen
ws an additional transciptional co-regulaior of PPARx—PGC-
l-directed gene expression [23]. Iis interaction with PPARg-
PGCL complex promotes the induction of FAOx genes |24],
Beside PPAR e, estrogen related receplor (ERR) o or (HSRERx),
an oaphan nuclear receplor, has been also shown o regulate en-
ergy metabolism gene expression [25,26], particularly genes in-
volved m FACK [27,28]. This transcrniptional regulation imvolves
mieraction with POG-le coactivalor through a profcin motfl
specifically dedicated o FRRee [29,30]. In liver, another infer-
action of PGC-1ar 15 also observed for hepatic nuclear factor-
A (HNF-dr) 1o control genes coding glhiconeogencsis pro-
teins (phospoenolpyruvate carboxykinase (FEPCK), glocose-
f-phosphatase (GEPH)Y) and glucose transporter 4 (Glued )
[31].

More than 2085 of paticnts with sepsis develop liver dys-
funetion [ 1] and henoe dysregulation of hepatic metaholism and
reduced energy supply for other organs, In mouse models of
sepsis, injection of purificd LPS tnggers many pathophysiclog-
iwcal changes resembling those desonbed i human patienis [32].
Though dowm-regulatory mechanisms by which LPS impacis
FACH have been exiensively studied, litile atieniion has been ac-
ally paid to mechanisms capable of preserving normal FACx
and inflammuation status. Interestingly, supplementation of par-
enteral nutrition with fish oil to paticnis, during the postoperative:
period, revealed lowest levels of circulating inflammatory medi-
ators [33-35]. Accordingly, polyunsaturated fatty acid-rich diet

has been reporied o reduce acuic mflammation and o promolc
anti-inflammatory process in mice [36]. Therefore, Tipid mutri-
tory damages but also disrupted lipid bomeostasis,

Argan edible ol (AQ) 15 obtamed by cold-pressure of roasted
kemels from Argarta spmosa [ ] Skeels, a singular Mediter-
rancan species growing in the southwestern region of Morocco,
Argan oil is wsed as a traditional food ingredient in the “Amazigh
dict’, bringing almost 25% of total dict fat intake (o ndige-
nous consumers | 37), Accordingly, carly clinical studies on As-
gan ol reported a decrease i plasma low density hipoprotein-
cholesierol (LIN.cholesicrol) and hipid hydroperoxides along
with a rise in plasma incopherol concentration [38]. Health ben-
cfits of this delectable virgin oil have been highlighted by several
siudics documenting its cardiovascular protective polential m-
duding hypocholesterolemic and hypotriglycendemic proper-
ties in consumer populations [39-41]. AQ has been also shown
1o redoce circulating LDL-cholesterol and ApoB and, in AO
consumers, (o increase HDL and ApoAl [40,41 | wheneses in -
man macrophages it increases HINL.-mediated cholesterol efffux
and reduces LI -lipid peroxidation [38,39].

Therefore, In an attempt o test our hypothesis regarding
the preventive effects of Argan oil against | PS-induced FAOx
dowaregulation, moce pretreated with A were subsequently in-
Jured by LPS o determine whether an expenmenital support may
be or not given 1o this working hypothesis, The effects of AD
againsl sepsis-assoctaied liver hy perlipademia are compared o
those of olive ol (00}, a more usual ingredicnt in Meditcrrancan
diets, We report here that, in fact, AD-enriched diet prevents
LPS-associaled hyperipidemic effect through the induction of
the hepatic expressions of PPARz, FRRy and their cosctiva-
tor PGC-1e along wath the up-regulation of their mitochondrial
{ACADS, ACADM, ACADVL) and peroxisomal (ACOXT) target
PCRES,

2. Material and methods
21 Arpan ol treatment

Swiss OF] muce (12-16 week-old) were obimined from IFFA
CREDO (Casablanca). They were acchmatized i the labora-
tory for 10 days at 22 4+ 2 °C with standard chow and water ad
Iibsitiem. Amimal studies were conducted in accordance with the
prodocols of Animal Use and Care of the University of Hassan
181, Seuat, Moroceo, The virgin Argan oil used in this work was
obtained from the Aklim area in the northeast of Morocoo. Six
groups of mice (5 mice/group) received during 25 days: a stan-
dard chow (2 groups, control); a standard chow supplemented
with 6% (wiw) of Argan oil (2 groups, AD) or a standard chow
supplemented with 6% (wiw) of olive o1l (2 groups, OO0, Oils
were included in the dicts by direct muxing with the standard
animal chow. Sixicen hours before cuthanasia and durnng the
fed state, one group from control (HLPS), AQ (AD + LIPS)
and OO (00 4 LPS) respectively received (5 mp/kg) intraperi-
ioncal injections of 100 pg of Escherichia coli 0111:84 LIPS
(Sigma) resuspended in phosphate-bulfered saline (PRS) or an
equal volume of PRS alone.
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2.2. Composttion of oils

Both Argan and olive oils (AO and O0) contain mono and
polyunsaturated fatty acids. However, Argan oil has 35% of
C18:2n-6 and 45% of C18:1n-9 while olive oil shows only 6%
of C18:2n-6 and more than 75% of C18:1n-9, leading to a higher
unsaturation index of AO (120.4) versus 00 (108.3) [42].

2.3. Quantitative PCR analysis

Total RNA from liver was extracted using the RNeasy Mini
kit (Qiagen) following the manufacturer’s instructions. cDNA
was generated by reverse transcription using Moloney Murine
Leukemia Virus Reverse Transcriptase (Promega) according
to the manufacturer’s protocol and analyzed by guantitative
PCR using the GoTag® gPCR Master Mix (Promega), and a
StepOnePlus Real-Time PCR System (Applicd Biosystem). The
primer sequences were chosen using the Beacon Designer Soft-
ware (Bio-Rad). Oligonucleotide sequences are shown in the
Supplementary Table 1. PCR reactions were carried out in dupli-
cate in a final volume of 12,5 pl. comtaining 6.25 pl. of MESA
Green gPCR Master mix (Eurogentec), 2.5 pl. of ¢<DNA and
forward and reverse primers at 300 nM. The PCR enzyme (Tag
DNA polymerase) was heat-activated at 95 °C for 10 min, and
the DNA was amplified for 40 cycles at 95 °C for 15 s, 60 °C for
30 s, and 72 °C for 30 s, followed by a melting curve analysis
to control the absence of nonspecific products, For cach tran-
script, the amplification efficiency was determined by the slope
of the standard curve generated from two fold serial dilutions of
¢DNA. Gene expression was quantified using cycle to threshold
(Ct) values and normalized by the reference gene, 36B4 en-
coding the acidic ribosomal phosphoprotein PO. 1o this end,
the quantitative gene expression was determined according to
2-MA with ACt = (Ct of the gene studied) - (Ct of the 36B4
gene).

24. Enzymatic activity measurements

One hundred mg of liver tissue were homogenized by a
Potter-Elvehjm homogenizer in 0.2 ml of a buffer containing
250 mmol/l. sucrose, 20 mmol/L. Tris-HCI pH 7.5 and 2 mmol/L
EDTA. After centrifugation at 600 g for 5 min at 4 °C, the super-
natant was collected and stored at —80 °C until use. Peroxisomal
acyl-CoA oxidase (ACOX1) activity was measured by the fluo-
rometric assay using palmitoyl-CoA as a substrate as described
previously [43]. Catalase activity was monitored at 240 nm as
deseribed clsewhere [44]. Mitochondrial acyl-CoA dehydroge-
nases activities were followed at 600 nm on acyl-CoAs of dif-
ferent chain lengths (for experimental details, sce legends to
figures) [45].

2.5. Statistical analysis

Statistical analyses (o compare two experimental groups were
performed with, an unpaired, two-tailed, Student-t test (Excel
software) for calculating the probability values and data were
considered statistically different at a P-value of 0.05 or less.

3. Results
3.1. Body weight under experimental diets

Fig. S1 shows the timecourse of body weights evolution
during the nutritional intervention. Each group of mice was
weighted at four different time points during the 3 weeks that
precede the LPS administration; no significant differences in
body weight have been found between the different experimen-
tal groups.

3.2. Argan oil modulates the expression of PPAR«, PGC-la
and related target genes

Interestingly, polyunsaturated fatty acids are known to be
activators of PPARe, a nuclear receptor which governs lipid
metabolism and fatty acid oxidation [46]. Here we report
(Fig. 1A) that mice treated with AO or 00 showed a signifi-
cant increase in hepatic PPARe mRNA, while the mRNA ex-
pression of FRR« displayed no significant vaniation (Fig. 1B).
Intriguingly, the expression of PGC-la mRNA was specifically
down regulated by AO (Fig. 1C). However, the expression of
PPAR« target genes (i.e. ACOXT and ACADM) was clearly in-
duced by both AO and OO, while ACADS mRNA level was only
increased by AO (Fig. 1E, F). Regarding the mitochondrial fatty
acid beta-oxidation activities, only short (C4:0)-, long (C12:0)-
and very long (C16:0)-acyl-CoA mitochondrial dehydrogenases
were incrcased but not the medium (C:8) acyl-CoA dehydroge-
nase activity (Fig. 2C, D). By contrast to mitochondria, peroxiso-
mal palmitoyl-CoA oxidase was not changed and only peroxi-
somal catalase activity was induced by AO or 00 (Fig. 2A).
These results support experimentally that AO and OO up-
regulate specifically mitochondrial fatty acid B-oxidation (cx-
cept for the medium chain) and peroxisomal catalase activitics
(Fig. 2B).

3.3. LPS induces selective changes in mitochondrial and
peroxisomal FAOx gene expression

Consistent with previous studics [47.48), treatment with LPS
strongly decreased the expression of nuclear receptors, PPAR«
and ERRa, mRNA levels in mouse liver (Fig. 1A, B). LPS also
decreased the hepatic expression of mRNA level of PGC-la.
However in these conditions, lipin-1, which may interact with
PGC-1e | 24], showed enhanced mRNA levels (Fig. 1D). Mea-
surcments of the expression of mitochondrial and peroxisomal
FAOx gene products at two stages (mRNA levels and enzyme ac-
tivities) and 16 h after LPS injection showed a sclective decrease
of ACADS without changes in ACOX1, ACADM and ACADVL
mRNA expressions (Fig. 1E, F). Inaddition, LPS treatment led 1o
a reduction of mitochondrial ACADS enzyme activity (Fig. 2C)
and also, as further discussed, of peroxisomal ACOX1 activity
(Fig. 2A), while the activity of peroxisomal catalase was en-
hanced (Fig. 2B).
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Fig. 1. Amgan oil prescrves bopatic mRNA exp » of necl F PPARa and FRRa, coactivator PGC-la and targel pencs duning cxposane of mice
to LPS. Real-time PCR was used to quastify the hepatic mRNA levels of PPARa (A) and ERRax (B), coactivators PGC- la (C) and lipin-1 (1)) their tarpet
genes: Acoxl (B), Acads, Acadm snd Acadwl (F). All real-tise PCR reactions were performed in duplicate, All values are means + SEM (0 = Sgroup) and
are mormalized to control mice. Symbols (‘. # and +) comespond 10 3 statisticsl sigmificance of Mgher mean signal intensity, (p < 001 for *** and 44+,
p < 002 for ** and 4+, p < 0.05 for * and #), compared with the control () or with the LPS-trested mice (4). Mice reccived for 25 days 3 standard chow
(controd); a standard chow supplemented with 6% (w'w) of Argan oil (AD) or a standard chow supplementod with 6% (w/w) of olive «il (00). Sixteen hours
before cuthanasia, one group from comtral (+1LPS), AD (AO + LPS) and OO (00 + LPS) respectively reccsved intmaperitoncal injoction of 100 pg IPS

3.4. Argan oil protects against the drops induced by LPS in LPS provoked only a decrease in ACADS mRNA, being wathout

hepatic expression of PPAR«, ERRx and coactivator significant effects on mRNA levels of ACADM, ACADVL and
PGC-lax ACOX 1. Mcasurements of FAOx enzyme activitics revealed that

the sclective reduction by LPS treatment of ACOXT and ACADS

To evaluate the direct therapeutic benefit of Argan oil (AO),  (C4:0) activities were prevented by AO or OO (AO + LPS or
mice were pretreated with AO for 24 days before LPS injec- 00 + LPS). while for the other dehydrogenase activitics, no of-
tion taking placc 16 h prior to cuthanasia. The ceffects of AO  fects of the oils were observed except for C16:0 with AO 4+ LPS
were compared to those of OO, and as illustrated by Fig. 1A, versus LPS (Fig. 2ZA, C and D). The enhanced activity of perox-
preserved levels of PPARx mRNA were observed in AO 4+ LPS- isomal catalasc, after IPS treatment, was preserved by OO pre-
treated mouse livers, being comparable to protection observed in -+ treatment (00 + LPS) and 10 a lesser extent by AO (AO + LPS)
livers from OO 4 LPS-treated mice (Fig. 1A). By contrast, only (Fig. 2B).
AO + LPS induced substantial significant increases in liver ex-
pression of ERRe and PGC-1ae mRNA when compared 0 IPS 3.5 Arpan oil preserves hepatic gluconeogenesis gene
alone, while OO - LPS induced only a modest significant in- expressions during LPS-induced liver dysfunction
crease in PGC-Toe mRNA level (Fig. 1B and C). At the opposite,
pretreatment with AO 4 LPS showed an equal increase in lev- HNI4« is a critical nuclear receptor of PGC-1a-mediated
cls of Lipin-1 mRNA as in LPS group, revealing no effect of  plyconcogenesis and controls the expression of gluconcogenic
AO. However, combined OO pretreatment and LPS injury re-  penes (PEPCK, G6PH) [31]. Here we showed that AO and 00
duced significantly the expression of Lipin-1 mRNA (Fig. 1D). treatments had no effect on the mRNA level of HNFde, and 16 h
Evaluation of mRNA levels of PPAR« target genes involved in+ afier LPS administration, there was still no change in the expres-
mitochondrial and peroxisomal FAOx (Fig. 1E, F) showed that  gion of HNF4a (Fig. 3A), though the expression of its known
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target genes were induced 1o different extents by AO and 00
treatments, Indeed, AO up-regulated the expression of PEPCK,
G6PH and Glur2 mRNA, while OO, PEPCK and Glurd mRNA
levels (Fig. 3B). Finally, administration of LPS deeply reduced
the mRNA expression of these four target genes (Fig. 3B). Inter-
estingly, AO + LPS-treated mice exhibited preservation of liver
gluconeogenic gene expressions, particularly PEPCK, G6PH
and Glut4, which were kept quasi-normal. However, the expres-
sion of Glut2, the highly expressed glucose transporter in liver,
was more deceased in AO - LPS-reated compared 1o LPS-
treated mice (Fig. 3B). 00 + LPS-treated mice exhibited also
prevention towards LPS-downregulation of liver gluconeogenic
genes and no protection for Glurd was induced by OO (Fig. 3B).

4. Discussion

The present work provides evidence that mice fed with AO
have enhanced expressions of scveral hepatic FAOx and gluco-
neogenesis transcripts and this AO-mediated upregulation per-
sists during endotoxic LPS shock. This protective effect appears
lo associate coregulations of hepatic nuclear receptors PPAR«,
FRRe and HNF-4a and their coactivator PGC-1ae [31]. In ad-
dition, AQ scems o have specific effects on the activities of
mitochondrial acyl-CoA dehydrogenases and peroxisomal cata-
lase.

4.1. AO and 00 vs control diets

The body weight of mice fed dictary Argan oil or olive oil
did not show any significant diffcrence in comparison to the

i), = dard chow d with 6% (w'w) of Argan il (AMD) or &

"ilh“(wfw)nfnﬁwoil(m)),Sinn:-hmhcﬁwam_i.o.cpn;fnnwi(llm).M)(M)0l.PS)adm

body weight found in mice fed the control diet. Although data
on mice fed Argan oil arc absents in the litcrature, 109 dict
supplementation by AO or OO in rat during 4 weeks also showed
no significant differences [49].

In the absence of LPS, AO increases mRNA expression of
PPARa and of its mitochondrial (ACADS, ACADM) and per-
oxisomal (ACOXT) target genes. Regarding OO treatment, we
obtained similar results as with AO for ACADM and ACOX1!
mRNA. Even if these oils have different faity acid composi-
tions, AO and OO induced almost a similar induction of PPAR«
and its target genes. As mentioned above, 00 contains mainly
about 70% of oleic acid and only 6-9% of linoleic acid, while
AO harbors 35% of linoleic acid and 45% of oleic acid, indicat-
ing that AO is richer in polyunsaturated fatty acids [42]. FAOx
induction by OO has been shown to be dependent on PPAR«,
since induction by OO or fish oil of hepatic ACOX1 mRNA is
abrogated in Ppare null mice [S0]. In this respect, several fatty
acids and their polyunsaturated derivatives have been shown
to activate responsive clement of PPARa target genes and the
generation of Ppara mull mice established that PPARa coordi-
nates transcriptional activation of the genes coding for profeins
catalyzing FAOx pathways [ 14,51-53]. Furthcrmore, at the cn-
ergetic level fatty acids are more essential than glucose 1o the
adaptation-phasc responsces in acute or chronic systemic inflam-
matory discascs [54]. Thus, it will be of interest to compare in
the future the potential preventive effect of supplementing AO
to curative propertics of its parenteral administration during a
seplic shock.

On the other hand, though AO or OO increases mRNA
expression of mitochondnial acyl-CoA dehydrogenases and
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-

peroxisomal ACOXI, only mitochondrial oxidation of C4:0, 4.2, LPS + AO and LPS + 00 vs control + LIPS diets
C12:0 and C16:) acyl-CoA esters and not peroxisomal
palmitoyl-CoA oxidase activity were increased. Acyl-CoA ox- In rodents, previous studies have shown that LPS (after a
idase is long known to bind weakly its flavine adenine dinu-  single bolus) induced similar cytokines profiles in either fed or
cleotide (FAD) [50,55] and this might contribute to intraperox- 48 h-fasted rats [59]. Accordingly, given that 24 h-fasting per
isomal dissociation of holoenzyme into FAD and apoenzyme  se significantly enhances hepatic PPARz mRNA expression and
(less stable than holoenzyme). Mitochondrial matrix contains a  activity [60] and due to its potent anorexigenic effect, LPS has
FAD synthetase [56] and, therefore, might better secure protein - been injected during the fed state [61].
need in FAD, and hence a better stability of acyl-CoA dehy- For the first ime, AO is shown to cohance gene expressions
drogenases by favoring holoenzyme vs apocnzyme forms. In - of hepatic FAOx and gluconcogencsis in a way persisting dur-
addition, absence of the induction of mitochondrial octanoyl-  ing endotoxic LPS shock. This protective mechanism appears
CoA (C8:0) dehydrogenase activity by diffcrent treatments may 1o involve corcgulation by PGC-la of hepatic nuclear recep-
be related to the process of fatty acid degradations in mitochon-  tors PPAR«, ERRa and HNF-4a |27]. The present work also
dria and peroxisomes respectively | 53], Thus, the already known  reports that AO and OO increase liver expression of gluco-
mcomplete chain shortening of fatty acyl-CoA in peroxisomes  neogenic genes. Hepatic gluconcogenesis 1s regulated by PGC-
would participate to the octanoyl-CoA export for replenishment e through the coactivation of HNF-da [31]. Prevention of the
of the mitochondrial pool [53]. L.PS-associated downregulation of gluconcogenic gencs is bet-
By contrast to OO, gene expressions of both PGC-la  teraccounted for by PGC-1a than by HNF-4a without ruling out
and Lipin-1 were down regulated by AO. Such effects might  lipin-1 activation. Under Lipin-1 RNAi, PEPCK and G6PH are
explain the observation of Berrougui et al. [57] that AO dimin-  indeed down regulated [62]. Dysregulation of lipid metabolism
ished both LDL and TG according to the key role of Lipin-1 in by LPS injection is characterized by a dramatic decrease in
the assembly and secretion of hepatic very low-density lipopro-  mitochondrial fatty acid oxidative enzymes [63] and hence
tein and the increase of TG synthesis as well [58]. fatty acid oxidation (FAOx) i scveral tissucs, including liver
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[3,6-10]. Proposed underlying mechanisms include a reduction
in PPAR« and its coactivator PGC-la expressions and hence in
mRNA levels of FAOx genes [ 3,47 48]. Additionally, we showed
a strong decrease of ERRa mRNA and increase in liver Lipin-1
transcripts after LPS treatment. Interestingly, both ERRwx and
Lipin-1 play key roles in the expression of FAOx genes [48.64].
LIPS deercases Lipin-1 mRNA in mouse adipose tissue but not
skeletal muscle |64 ] and ERRe in liver, heart, and kidney of mice
markedly during the LPS-induced acute-response phase [48]. In-
triguingly, AO supplementation in LPS treated mice here has no
effect on the level of Lipin-1 mRNA, in contrast to OO sup-
plementation which prevents enhancement of Lipin-1 mRNA
by LPS. Such differential effect between AO and OO is simi-
lar to what we obtained for PGC-la transcripts. Knowing that
Lipin-1 RNAi has been shown to mediate reduction of PGC-
la mRNA |62], we could suggest that increase in Lipin-1 may
participate to the preservation of PGC-le mRNA by AO. Our
results corroborate and extend previous studies demonstrating
that suppression by LPS of FAOx addresses, particularly in liver,
peroxisomal ACOX1 and ACADS genes. Such LPS suppres-
sive effect is prevented by nutritional supplementation with AO,
which also preserves the gene expressions of ERRa, PPAR« and
their coactivator PGC-la.

LPS treatment exhibited an opposite effect on peroxisomal
beta-oxidation and antioxidant activitics, which were decreased
for ACOX1 and increased for catalase respectively. This may be
related (o the fact that ACOXT is an HyOy-gencraling enzyme,
while catalase is an HyOz-degrading enzyme [52,53]. The LPS-
associated generation of reactive oxygen species is believed 1o
play a key role during the pathogenesis of sepsis [65]. Accord-
ingly, the inhibition of catalase was associated with the pro-
gression of LPS/D-galactosamine-induced fulminant liver injury
|66]. Thus, the preservation of catalase activity by AO may have
a protective effect against the exacerbation of liver injury during
LPS-induced endotoxemia.

5. Conclusion

In conclusion, the present work showed that Argan oil pro-
teets against the decreased expression of genes involved in hep-
atic FAOx and gluconcogenesis usually observed during the
acute response phase associated with LPS administration. This
preventive protection might be related to the recovery of the gene
expressions of nuclear receptors PPARa and ERRa as well as
of their coactivator PGC-1e. Such recovery may explain the
preservations of mitochondrial and peroxisomal enzymatic ac-
tivities in parallel to an improvement of gluconcogenic gene
EXPressions,
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To clarify appropriateness of current claims for health and wellness virlues of argan oil, studies were conducted in inflammatory
states. LIPS induces inflammation with reduction of PGC1-x signaling and energy metabolism, Argan oil protected the iver
apains LIPS tomiciby and inbcru'i:lngl"r Emmﬂ'i prreserviakion of [l:lmimmal .I:rl Coh oxidase type 1 {ACDX1) activily i fied
depression by LIPS This model of LPS-driven toxicity circumvented by argan oil along with a key anti-inflammatory role
attributed o ACOX1 has been here transposed o model aging, This view is consistent with known physiological role of ACOX1
in ylelding precursors of specialized proresolving mediators (SPM) and with characteristics of aging and related disorders
induding reduced PGCl-x function and  improvement by strategies rising ACOX1 (via hormonal gut FGFI9 and
nordibydroguaiaretic acid in melsholic syndrome and  disbeles conditions) and SPM (neursdegenerative  disorders,
atherosclerosis, and siroke). Delay of aging to resolve inflammation resulls from aliered production of SPM, SPM improving
st aging disorders. The strategic metabolic place of ACOX1, upstream of SPM biosynthesis, along with ability of ACOX1
presevvation/induction and SEM (o improve aging related disorders and known association of aging with drog in ACOX1 and
SPM, all converge fo condude that ACOX1 represenis a previously unsuspecied and carrenily emerging antiaging profein.

1. Introduction

Vegelal compounds and oils are current trends for active
research, One reason lies in the consideration that nature
forms a whole and may provide living beings with both
pathogenic and curative factors. Beside vegetal poisons [1],
some vegelal compounds as for instance those extracted from
Dhgitalis purprires and Camplothecs acuminata tree may be

therapeutically active |2, 3] or in turn may serve as guide
compounds for medicinal chemistry design in cardiovascular
disorders and cancer, 1t remains currenily unclear whether,
however, such real curative medical indications may be
attributed as a general mle o the bulk of vegetal-derived
compounds or oils endowed with health-improving proper-
tics. In this respect, argan oil is currenily becoming largely
acclaimed for a large variety of health and wellness virtues




[4, 5]. The anti-inflammatory polential of argan oil has been
recently addressed by evaluating its effects towards the highly
inflammatory LIS using a murine model of sepsis [6], Tn this
disorder, peroxisomal Acyl-CoA oxidase 1| (ACOX1) was
preserved by argan oil against inactivation by LPS in the same
time as the oil protected the lver against most of LPS-driven
toxicity and melabolic homeostasis disruption [6], On the
other hand, ACOX!1 initiates the peroxisomal pathway
ensuring retroconversion of polyunsaturated fatty acids [7].
Key role of ACOXT in biosyntheses of cicosanoids (E series)
and docosanoids (I series) further yielding specialized pro
resolving mediators (SPM) (resolving, neuroprolecling, and
maresing) |8, 9] is stressed along with preserved or increased
ACOXT activity in models of diabetes and melabolic syn
dromes. The allerations in SPM production and their roles
as polential therapeutic candidates in many other pathologi
eal states linked 1o aging such as neurodegenerative disorders
{e.g., Alzheimer’s disease), macular degeneration, and vascu
lar disorders (stiroke, stherosclerosis, and mitochondrial dys
function In senescent brain) are further developed,

Olive oil contains aboul 70% oleic acid while argan il
harbors 45% oleic acid and 35% linoleic acid, indicating thai
argan ol is richer in polyunsaturated faty acids [10], Early
sludies on argan oil revealed fis beneficial effects on lipid
metabodism and antioxidant status through drops in plasma
low density lipoprotein-cholesterol (LDL-cholesteral) and
lipoperoxides, along with a rise in plasma locopherol concen
tration [ 11]. In this respect, angan odl containg a high level of
antioxidant compounds including gamma-tocopherol and
also ferulic acid which exhibit ROS scavenging and anti
inflammatory properiies [12], Comulated activities of these
individual argan oil components meel therapeutic efficacy
in humans as atiesied by the beneficial metabolic effects of
argan oil reported in several clinical trials on dyslipidemic
markers [11], Improvemenis of dyslipidemia by argan oil
are consistent with studies on the expression of nuclear genes
controlling lipid melabolism which, as highlighted in the
next section, have shown in an animal model of human
sepsis thal argan ofil upregulaies hepaiic expression of
PGC-1a, leading 1o parallel coactivations of the nuclear
receplors—PPARa, EHRa, and HNF-4a—which govern
FAOx metabolism and gluconengenesis |6],

2. Studies with Protection by Argan il of
LPS-Induced Model of Sepsis

Chronic adminisiration of argan oil prevents liver dysfumnc-
tion experimentially induced by sepsis-mimicking conditions
[6]. This resull was oblained in mice exposed 1o LPS as a
madel for human sepsis. Preventive protection was observed
al reasonable oil diel concentrations (6%), sugpesting a
potential applicability of this diet measure in the medical
practice, This observation makes chronic argan oil intakes
preventive antidotes for sepsis and, hence, might suggest
influence of diet backgrounds of patienis on sepsis develop-
ment and prognosis, Whether therapeutic issses may ulli-
malely emerge (rom adminisiration of this oil, though
promising, still remains speculative, Nonetheless, mecha-
nisms by which ils administralion is capable of blunting
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sepals LIS -driven liver dysfunction are remarkable and pro
whthe liver with a unigue point- oo point reply Lo varions signal
ing; and metabolic largets of sepsis, The varous ways allering
the capacity of liver enging o fullill energetic demands of
exirahepatic lissues are subject (o a sulied projection through
slimulation or preservation of signaling and metabaolic evenits,
which are extinel by sepsis (Pigure 1), Parl of fealures
enabling LPS o disrupl signaling lor liver melabaolic support
to extrabiepatic tissues and prevention by argan oil 6] is illus
trated in Figure | pancls A and B, respectively. The depicted
evenls have been arblirarily divided in PGCL-a-dependent
and independent leatures, LIPS negatively impacls signaling
fosr fanty acid oxidation and gluconeogenesis, the two key met
abaolic pathways enabling liver 1o alimenl exirahepatic lssues
in energetic subsirales in periods of increased energy
demands, PG la-independent LPS features include sterol
depletion by LPS leading o the LPS-dependent activation of
SREBPD [13), which in um enhances gene expression of
lipim-1 |14, 15]. The aceumulation of discylglycerod, which
may Involve lipin-1, leads 1o gluconeogeness impairment
through mTOR signaling | 16] (Figure 1(a), lefl pan), PGC
la-dependent mechanisms mainly lie in a severe drop in
PG 1 signaling with resulting loss in PPARg and HNEF
Aa signaling (Figure 1{b), right part).

Under LPS, argan oil (Figure 1(b), right part) stimulales
PPARa and PGC-la signaling, contributing 1o stimulate
fatly acid oxidation, and via the impact of PGC-la acting
as a conclivator of HNP-da, 1o preserve gluconeogenesis
despile no concomitant drop in lipin-1 signaling by this
oil [6]). Under LPS, depression of lipin-1 by olive oil
(Figure 1{b), lefl part) would avoid a negative impact on
pluconeogenesis signaling. By contrast o argan oil, olive oil
does nod fully rescue the LPS decreased PGC- la expression,
S, this may prevent the lowering of Gty acid oxidation
activity and allows its preservation under exposure 1o LPS
[6]. Figure 2 illustrates that argan and olive oils preserve
normal hepatic fally acid oxidation and gluconengenesis
capacities under LPS, Under LPS, each of the pathologically
disrupied steps is preserved under chronie administration
of the oils. As highlighted by the figure, oils may be
considered as alfording a protection highly adapied o the
melabolically toxic liver changes induced by LIS,

3. Transposing to Aging the Sepsis
Model of Inflammation Induced by
LPS and Resolved by Argan Oil

The liver metabolic changes and underlying signaling charac-
terizing LPS-induced model of sepsis and counteraction by
argan oil have been mentioned and illustrated above, Wha
has been illustrated in Figures 1 and 2 s essentially how the
major liver energelic metabolic pathways (gluconeogenesis,
mitochondrial faty acid oxidation) and underlying signaling
are modified by LPS and under LPS how argan oil may impaci
LPS-induced changes. Effects on peroxisomal foxidation,
which is nol per se an energelic pathway, have nol been
depicted in these figures, Interestingly enough, one of the
toxic effects of LPS on mouse liver melabolism was a
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Freavmn 1 Putative kmpact of 1LPS on signaling events involved in the regulation of key steps in liver metabolic support of extrahepatic thmoes
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protection conveyed
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PGC- Lo independent mechanisms subpanel.

significant drop in acyl CoA oxidase 1 activity [6]. LPS
mediated inhibition of peroxisomal §-oxidation activity was
also described in rat liver under experiments focusing on the
effect of endotoxin treatment on peroxisomal f-oxidation
etzymology [17]. In this study, S oxidation
maeasured as lignoceric oxidation mtes and ACOX1 activity
was reduced to 56 and 73% control values, [14).
Argan odl prevented LPS-induced drop of the ACOX1 activity
in liver from mice exposed to LPS [6].

Figure 3 is an attempt to model LPS driven toxicity
and protective effect of argan oll with a special emphasis

on ACOXL. This representation is interesting because it
attributes a key role to ACOX1 in controlling inflamma.
in a way upstream of the metabolic
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Tvents depicted on this original figure were inferred from data published in [6].

metabolic reprogramming responasible for toxicity (by
LPS). In our previous study on mouwse model for sepsis,
LPS induced o deep drop in PGC-1ag argan ol effectively
protected ACOX1 and removed energy metabolic repro-
gramming as attested by full restitution of PGC-1a [6).

A remarkable feature is the appropriateness 1o
to aging our model of LPS driven toxicity and
effect of argan oil with a special emphasis on ACOX1. This
is done and illustrated in Figure 3(b). Like LPS, aging pro-
motes inflammation. It is well accepted that aging is charac.
terized by a delay to resolve inflammation [19]. Another
extraordinary parallelism between LPS and aging is the drop
in PGC- la, along with sometimes rescue by a rise in PGC-
1, which has been observed and incriminated in aging (20]
und the development of many aging related disorders includ-
ing obesity and type 2 diabetes [21, 22, coronary diseases
23], neurodegenerative disorders (Alheimer (24, 25|, Par
kinson [26-28], and Huntington [29-31] diseases), myocar-
dial infarction [32-37|, mitochondrial dysfunction in
senescent brain |20, 38, 39], and stroke [40-43).

Consistent also with the relevance of the emerging
maxdel of appearing on Figure 3 are as developed
thereafter (1) remarkable anti-inflammatory potential

o‘MDXIMdedeyH.«I
ators with anti-inflammatory activity (specialized
mediators, SPM), (i) m pven by

pathways improving
and (i) protection given by SPM in age related disorders.
4. Studies Highlighting that ACOX1 Is

Physiologically Involved in the Synthesis of
Precursors of Specialized Proresolving
Mediators (SPM)

4.1. Peraxisomal Acyl CoA Oxidase | in Health and Disease

411 LPS Reduces Liver ACOXI in @ Way Counteracted by
Oils. One of the toxic effects of LPS on liver metabolism
was a significant drop in acyl CoA oxidase | activity (6]
One of the putative protective effects of olls, argan and
10 & lesser extent olive oll, is prevention of LPS induced
drop in the expresion of the peroxisomal protein [6].
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Frawmn % Modelieing the LPS-driven inflammation and counteraction by angan ol with a special emphasis on ACOX] (2) and tramposing

this model 1o aging (b). For both, LS toxicity and aging. related disorders, models,

states, andd ilbustrated

consrsjocrs ey shong
with anti-inflammatory ACOX1T and ity statas in these pathological stutes are further discussed i the text. The figure also positions other

figares of thin review.

separate fooxidation systems identified in

[44). In the first peroxisomal f-oxidation system, ACOXI1
ahlpumnlmmddnmlmnn.mpdw
chain fatty acids [45]. In contrast, structurally unrelated

acyl CoA oxidases 2 and 3, of the second peroxisomal fi-
oxidation system, metabolize branched chain fatty acids
(pristanic acid) and €27 bile acid precursors, respectively,
although in the humans type 2 Is the only acyl CoA oxi-
dase involved in bile acid biosynthesis, and both type 2
and 3 acyl-CoA oxidases are functional on branched-
chain fatty acyl CoA (44, 46),

4.1.3. Anti- Inflasnmatory Potential of ACOX 1. ACOXI, one
of the targets of LPS (6], has proven anti-inflammatory

properties and, in the context of sepsis, its preservation by
oils, under nignaling adaptations abundantly developed above,
might contribute to liver protection. Anti-inflammatory
action of ACOX! is based on various pathogenesis and
physiological pleces of evidence considerad thereafter.

(1) ACOX1T Nudl Mice. Mice lacking ACOX1 manifest severe

inflammatory itis with increased

H0, levels and regeneration [47). This

wm“mmmnmn
chronic endoplasmic reticulum

the human ACOXI [48, 49). In the ACOXI dependent




6

hepatocarcinogenesis, the involvement of nuclear receptor
PPARa ix exsential [S0]. In brain lesions of patients with per
oxisomal f-oxidation deficit, oxidative, inflammatory, and
apoptotic have been described [51]. The expres.
slons of genes coding for cytokines 1L-6, IL-8, and INFa,
which are typically produced by macrophages and by CD4+
I' cells Th1, have also been found to be increased in ACOX1
deficiency [52]. On the other hand, several cytokines and
chemokine mRNAs are strongly downregulated in ACOX1-
deficient patient fibroblasts, including CXCLIM and CXC112
genes, which have been shown to participate lnthcu'uhth-
of cell or tissue homeostasis [52]. In this peroxisomal disor

der, lipid derivatives with an abnormally high proportion of
VLCFA reaidues have been proposed to trigger the initial cas:
aade of the inflammatory process [53). The severity of the
metabolic disruption associated with ACOXI
deficiency underlines the crucial role of peroxisomes in syn-
thesizing or degrading highly specific metabolites, accumula
tion or deficit of which may impact peroxisome biogenenis
Itself and/or collaborative with other cellular organ-

clles such us mitochondria and endoplasmic reticulum.

(2) Physiological Role of ACOX1 in the Metabolism of Polyun
saturated Fatty Acids (PUFA). Physiological evidence for a
key role of ACOX1 in alimenting docosanoid formation
(for metabolic steps, clongases and desaturases, of FUFA
synthesis considered throughout the text thereafter (vee
[54]) rests on the key role of this in the retrocon-
version of polyunsaturated fatty acids (PUFAs) (Figure 4)
|7, 54-59|. For recall, families of PUFAs are characterized
by the position of the unsaturation closest to the terminal,
so-called w, methyl of the fatty acid carbon chain. In contrast
to the position of the unsaturation towards the carboxylate,
that towards the other end of the carbon chain is kept upon
congation or shortening of the carbon chain. Among these
families, the w-6 and @3 families are from linoleic
und a-linolenic acids, respectively. The metabolism of these
PUFAs Is Hlusteated on Figure 4 and starts with their prelim-
inary activation into CoA esters by acyl-CoA synthetases
prior 1o handling by acyl- CoA desaturases and clongases.

5. PUFA Desaturases and Elongases

Acyl CoA desaturases introduce cis double bonds between
the carboxylate group and the first unsaturation of the carbon
chain, at three carbons from this unsaturation. The desa
turnse(s) acting on C,, and C,, PUFAs is a A6-desaturase
wnd that acting on the C, PUFAs isa AS desaturase. The latter
desaturase produces CoA esters of archidonic acid or ARA
(58,11,14 cicosatetraenoic acid) and EPA (55,11,14,17 eico
mapentaenoic acid). Nonesterified forms of PUFAs are released
from phospholipids by PLA2. They are substrates for
and | which drive the C,,
PUFAs (elcosanoids) towards prostanoids (
und thromboxanes) and leukotrienes (plus HPETE, hydro-
tetraenolc ackds, and HETE, hydroxyelcosate
truenokc acids) syntheses, respectively [60-62). CoA esters
of ARA and EPA not having been incorporated into phos
pholipids may continue elongation,
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6. PUFA Retroconversion

Though this view has been recently seriouly challenged
(see consideration below in the text), mammalian cells are

assumed 1o possess little or no direct PUFA M- desaturase
activity, 5o the ARA-CoA and EPA-CoA clongation products
in Cy, (7,10,13,16 docosatetraenoyl- CoA [w6] and 720,13,
16,19 docosapentacnoyl-CoA [wl]) would not be immedi-
ately desaturnted at the A4 position. In order to produce
the com-pnadn. M desaturated  metabolites, cells are
capable of operating an additional clongation converting
C,y (7,10,13,16 docosatetraenoyl CoA  [w6] and 720,13,
16,19 docosapentacnoyl-CoA |w3]) to C,, (9,12,15,18 tetra
conatetraenoyl CoA [w6)] and 9,12,15,18.21 tetracosapentae
noyl-CoA [w@3]) products. As mentioned sbove, these C,,
PUFAs are substrates for A6 desaturase. The C,, products
desaturated In A6 (69,12,15,18 tetracosapentaenoyl-CoA
|w6] and 6,9,12,15,18.21 - tetracosahexaenoyl- CoA [w)]) may
undergo a two-carbon chain shortening which generates C,,
PUFAs now presenting with an unsaturation at the A4 posi
tion. So, cells may catalyze A4 desaturase activity on the C,,
7,10,13,16 docosatetraenoyl CoA [w6] and 7,20,13,16,19
docosapentacnoyl CoA [w3] by combining clongation in
CyCoA, C,, PUFA CoA A6 desaturation and As
PUFA-CoA retroconversion into C,, M PUFA-CoA. This
C,, to C,, retroconversion corresponds 1o a peroxisomal f-
oxidizing cycle with two-carbon-chain cleavage. PUFA-CoA

6.1. Metabolic Intervention of ACOX | in PUFA Retrocomversion.
In the scope of PUFA retroconversion, the C,, A6 PUFA
CoA requires import into peroxisomal matrix to which
acyl-CoA f oxidation encymes belong. C,, A6 PUFA CoAs
are very long struight chain fatty acyl CoAs Transfer
through peroxisomal membranes would be here assisted by
ABCD2, which prefers unsaturated very long chain fatty
ackds in contrast to ABCDI, the protein deficient in X
linked adrenoleukodystrophy, which preferentially acts on
saturated VLCFA [63]. After import by ABCD2, the peroxi
somal f-oxidation of C,, A6 PUFA-CoAs may proceed with
peroxisomal acyl CoA oxidase | (1st f oxidation step), D
bifunctional protein (2nd and 3ed S oxidation steps), and
thiolases | andior 2 (for the 4th and last step) [63]. This
unique f-oxidation turn produces the C,, A PUFA-CoAx
DPA (4,7,10,13,16 docosapentaenoic ackd [w6]) and DHA
(4,7,10,13,16,19-docosahexaencic acid [w3]) (DPA without
other here refers to the n 6 DPA, the retroconver
sion product of TPA, and not 1o n-3 DPA, the product elon

gation of EPA).

7. Biosynthesis of Anti-Inflammatory Lipid
Mediators from PUFAs “Retroconverted” by

Peroxisomal ACOX1-Dependent f-Oxidation

Ax highlighted by Figure 4, in the absence of dictary DHA,
though ACOX!I would not be needed for the formation of
part of the resolvins, namely E series resolvins, it represents
an essential step in the blosynthesis of the D-series resolving,
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Frguun 4: Key role of peroxisamal acyl CoA oxidase | in the control of inflammation and as & target of diseases and comsequent therapeutic
approaches,

neuroprotecting, and maresing as a result of ity key role in the
retrocanversion of PUFAs. On this light, it may be consid-
ered that the role of sepsis-mediated inhibition of ACOX1
might have been overlooked in the inflammatory challenge
raised by sepsis in liver. In the same time, it may be asked
whether protection of ACOX1 has not been also
overlooked as an important feature in the anti-inflammatory
potential conveyed by argan and olive olls.

The anti-inflammatory role of ACOX1 may be linked 10
its contribution to the yield of anti inflammatory com
pounds. In this respect, DHA may be supplied by diet and

The last step in DHA biosynthesis
is PUFA retroconversion which rests on a single peroxisomal
ACOX initiated S oxidation tum. Several works reviewed
in [64] argue that resolvins, such as neuroprotectin DI
(NPDI1), mediate anti-inflammatory and protective action
of n-3 PUFAs in brain disorders. NPDI is formed from
DHA and reduces in Alzheimer brain [65],
whereas DHA and NPDI Jower levels of the
inflammatory gene products COX2 and NF-KB [66]. Pro-
tective effects of DHA and metabolites against chronic

reviewed in [67] might also stress anti-

erties of ACOX1, In these studies, ACOX! was byp-nd
by direct supplementation of its product (DHA) and
derived metabolites (specialized proresolving mediators of
the 1) serien).

7.1, A Subtle Equilibrium between Desaturation, Elongation,
and Oxidation of PUFA-CoA Esters. Desaturation and elon.
gation of very loog-chain PUFAs share in common with
acyl-CoA oxidase | their action on CoA esters as substrates,
It is likely that a subtle equilibrium exists between a given
PUFA-CoA and its partition between the three fatty acid
chain remodelling pathways and therefore this metabolic
partition might be specific to the considered PUFA. The A6

desaturase involved prior the acyl CoA oxidase |-driven
retroconversion corresponds 1o the fatty ackd desaturase 2
(FADS2) gene product. Importantly, FADS2 is also responsi-
ble for the of a direct M-desaturation of ARA and
EPA directly to DPA and DHA, thus bypassing the retrocon-
version step (broken green arrow on Figure 4) [68] and
complicating the metabolic partition mentioned above. On
the other hand, in an animal model for acyl CoA axidase |
geoe KO, accumulation of very long chain PUFAs were
observed, corroborating the role of the peroxisomal oxidase
in their retroconversion [69).

8. Anti-Inflammatory Potential of ACOX1 in
Aging-Related Disorders Including Diabetes
and Mctabolic Syndrome

The recent advance in the biosynthesis of resolving and
recognition of their targets including various receptors
among which GPCRs and abso various microRNA (for a
recent review, see [70]) has obviously heightened the interest
in proteins intervening upstream formation of direct precur
soes of resolving

An important window to consider argan oil and ACOX)
as worthy regulators of inflammation perhaps lies in findings
made in major disorders related 10 aging and known to
involve inflammation. In this light, argan ol has been exper-
imentally shown to be effective in blunting some of the fea
tures of diabetes and even in preventing chemically induced

TR

diabetes,

properties, in diabetic patients oxidation of LDL
[71-74]). ACOX1 was found to be increased by compounds
including FGF19 (Fibroblast growth factor 19, & hormonal
gt derived peptide) and nordibydroguaiaretic acid (a Creo
sote bush metabolite), which have been shown to improve
metabolic syndrome [75, 76). Nordihydroguaiaretic acid is
endowed with many biological properties including free




radical scavenging, lipooxygenase inhibition, modulation of
nuchear factor erythroid 2-related factor 2 (Nfr2)/antioxidant
response element (ARE) signaling pathway, and cytoprotec-
tive and toxic properties towards normal and cancerous cells,
respectively; this polyphenolic compound has also proven
improvement in many disease conditions such as cancer,
nephropathy, and neurodegenerative disorders (for valuable
reviews, the reader may be kindly referred to |77, 78]). In fact,

acid has been shown to counteract
major events, leading to metabolic syndrome and, in this
context, to protect liver metabolism, fading high - fat-diet-
induced ia and hepatic steatosis ([76)
and references therein). Among changes induced by the phe-
nol compound is increased transcript expression for ACOX1,
which has been considered for its metabolic oxidizing role as
regards to protection given by nordihydroguaiaretic acid.
However, taking into account the known role of inflamma-
tion in the development of steatosis (for a review, see [79]),
protection given by nordihydroguaiaretate- induced ACOX1

aginst steatosis might result from anti-inflammatory prop-
erties of ACOX1. I'Gl'l9humﬂaudbyhue-idluay

tor (FXR) and is involved in te,
bile, and fatty acid metabolism (for a review, see [80]). It
improves glucose and lipid homeostasis and tissue response
to insulin, favours weight control and energy metabolism,
and as a whole has a beneficial impact in diabetes, heart
and kidney diseases, and in obesity and metabolic syndrome
[80]. Al these aging related disorders face both metabolic
impairment and inflammation, and therefore the fact that
ACOX1 is one of the target proteins upregulated by FGF19
[75], might, not only metabolically but also by anti-
inflammatory mechanisms, contribute to the health benefits
attributed to FGF19. Recently, however, the therapeutic
potential of stimulating FGF19 and related signaling has been
lhdedhylhmmgmm:pocmmlmmpdbymd
FGF19 protein tugets [75). Additional understanding for
the mechanisms specifically mediating metabolic effects and
those specifically involved in proliferative effects of FGF19
is awaited in order to uncouple these effects to meet accept-
able therapeutic deveopment.

9. SPM Protection in Aging-Related Disorders

Aging is long known to reduce peroxisomal S oxidation and
to lower ACOX1 [81). Interestingly also, aging is associated
with an inflimmation status notably resulting from a less
efficacy of aging to resolve acute inflammation injuries [19).
‘This lowered effectiveness of the anti-inflammatory response
has been shown to be associated with a drop in SPM
formation [19]. Accordingly, age related decline in resolving
inflammation is corrected by providing SPM or one of their
important precursors, DHA [19]. In aging and in several
aging related  diseases, SPM  deficiency and/or  disense-
im have been documented. Aging brain s
protected by DHA and DHA-derived SPM (notably neuro
protectin D1) [34, 82-85], which also outcome of
brain ischemia-reperfusion episodes [82-85]. DHA precur-
sors, 03 PUFAs, and DHA derived SPM, neuroprotectin
D1, improve mitochondrial dysfunction of senescent brain
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[86). In Alhcimer's disease and other degencrative
MLIMA.SPMMSPMMMW
have proven cfficacy in i neuronal survival and
inflammation-driven disease pathogenesis [34, 82, &3, 85,
87-94). Age related retinal degeneration and vision distur-
bances have also been found to involve disturbances in
DHA and SPM and 10 be protected by SPM through cell sur-
vival [82, &3, 85, 87, 89, 95]. Beain ischemia/reperfusion and
stroke may be improved by SPM-driven survival signaling
and reduction in infiltrating leucocytes [82-84, 90]. Athero-
sclerosis has been also supported to be favourably modulated
by SPM [96].

10. Anti-Inflammatory Roles of Peroxisomal
ACOX1 versus Mitochondrial f-Oxidation

Most abundant fatty acids have a long and a straight carbon
chain. When assessing the oxidation of these fatty acids as an
energy-producing , both mitochondrial and peroxi-
W}anm&twn‘hhﬁ
exhibiting major and minor contributions to overall fatty
acid oxidation and the products of the latter being also poten
tial substrates for the former. ACOX], being the rate- limiting
step in the peroxisomal oxidation of straight chain fatty
acids, its activity is assayed to account for peroxisomal fatty
acid oxidation capacity. Besides a imited role in energy pro
duction, ACOX | -driven peroxisomal £ oxidation, because
taking place in the yickl of potent anti- inflammatory metab-
olites, also plays a role in inflammation control as largely
covered in this review. This role of ACOX1 remains, how
ever, overlooked often in favor of its role in carbon-chain
shortening and hence dearance of very long-chain fatty
acids or in the contribution, even if minor, in encrgy

removing proinflammatory
-mudtmy-:u-. These latter have been shown to
promote insulin resistance, oxidative stress and oxidative
damage and, in this respect, mitochondrial fatty acid oxida-
tion meets anti-inflammatory function through avoidance
dmmmwwuwu
ing of palmitate-induced cytokines, ER
stress, and oxidative damage [97-102]. On the opposite,
mitochondrial fatty acid oxidation may also promote
inflamumation through inflammasome activation and syn-
thesin of the proinflammatory 1L 1§ [103), making mito-
chondrial fatty acid oxidation, depending on the context,
both inhibitor and stimulator of inflammation. In contrast
to peroxisomal ACOX1-driven f-oxidation, mitochondrial
fatty acid oxidation would not contribute 1o the synthesis
of precursors for SPM. However, mitochondrial VLCAD
(very long chain acyl CoA dehydrogenase) and LCAD
(long chain acyl CoA dehydrogenase) KO mice have been
described to exhibit tissoe decrease in DHA (docosahexac-
nolkc ackd) levels [10M], and whether this effect might
result from a lack of contributing or regulatory effect of

gl
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mitochondrial fatty acid oxidation or in tumn interfering
effect of mitochondrial enzyme deficiency through accu
mulating metabolites on DHA biosynthesis still remains
to be cucidated. To our knowledge, SPM levels have still
not been reported in peroxisomal and mitochondrial S
oxidation disorders,

Regarding the links between mitochondrial fatty acid
oxidation and aging, age dependent decrease in mito
chondrial pathway [105), as well as cither increase
[106] or decrease [107] in CPT1 rate limiting step have
been reported. Age-dependent decrease of mitochondrial
fatty acid oxidation has been shown to be dependent
on age-related glutathione drop which also enhances
ROS formation and insulin resistance, these
metabolic and signaling alterations being corrected by
cysteine based  supplementations  dedicated 1o restore
intracellular  glutathione stores [105). Increased mito-
chondrial fatty acid oxidation might finally improve
aging as for instance attested by its ability to alleviate
age-related liver lipid accumulation [108].

11. Conclusion

Recent works on argan oil in prooxidative and inflammatory
animal/human models provide a convergent sound support
for the antioxidant/anti-inflammatory role of the peroxi-
somal enzyme, acyl CoA oxidase type 1 (ACOXI1). The
maodel of LPS-driven toxicity and protection by argan oil
has been transposed to model similarly aging inflammation
also driven by reduced PGCI-a activity and also considered
with a special emphasis on anti- inflammatory and hence
antiaging key role of ACOXL. From the one hand, this view
of ACOX1 is consistent with the key role played by peroxi-

somal ACOX1 in the production of precursor(s) for the syn-
thesix of lipid mediators directly involved in the rexolution of

proresolving mediators (SPM). On the other hand, aging
and aging-related disorders are associated with reduced
PGCL-a function, may be assockated with reduced ACOX1
activity, lowered SPM levels, and delayed resolution of
inflammation and may be
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Titre : Effets d’extraits de cactus sur la modulation du stress oxydant et du processus inflammatoire
liés a la déficience en acyl-CoA oxydase 1.

Mots clés : Cactus — ACOX1- microglie - BV-2 — Stress oxydant - inflammation

Résumé : La déficience en Acyl-CoA oxydase 1 (ACOX1) est une leucodystrophie peroxysomale rare et sévére associée a un déficit dans la B
-oxydation des acides gras a trés long chaine. A cause du rdle clé de ce déficit peroxysomal microglial dans la physiopathogenése de la déficience
en ACOX1, nous avons utilisé la lignée microgliale BV-2 comme modéle : (i) pour évaluer les propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires
des extraits de raquettes du cactus Opuntia ficus-indica ; (ii) pour caractériser une nouvelle lignée BV-2 déficiente en ACOX1 générée
récemment dans notre laboratoire par édition génique grace a la méthode CRISPR-Cas9. Dans la premiére partie des travaux, les cellules BV-2,
activées par exposition a quatre sérotypes de lipopolysaccharides (LPS), montre un lien entre la structure du LPS et I’effet sur la B-oxydation
des acides gras et les enzymes antioxydantes dans le peroxysome : les LPS dérivant d’Escherichia coli diminuent I’activit¢ ACOX1 alors que
les LPS de Salmonella minnesota réduisent I’activité catalase. Remarquablement, les différents extraits de cactus stimulent I’activité catalase.
Cet effet antioxydant est accompagné par un effet anti-inflammatoire attesté par la réduction de la production LPS-dépendante d’oxyde nitrique
dans les BV-2. Nos résultats suggérent que les extraits de cactus auraient une activité neuroprotectrice sur les cellules microgliales activées a
travers 1’induction d’activités anti-oxydantes peroxysomales et I’inhibition de la production de NO. Dans la deuxiéme partie des travaux, la
caractérisation de la lignée BV-2 déficiente en ACOXI1, portant des mutations alléliques, confirme ’absence de la protéine et de I’activité
ACOX1. Bien que ces cellules aient une croissance plus faible, elles ne montrent pas de modifications morphologiques détectables. Par contre,
Pactivité catalase, due a I’enzyme peroxysomale dégradant I’H202, est augmentée. Les études par fractionnement subcellulaire et par
ultracentrifugation en gradient Nycodenz révélent une modification de la densité et de la taille de peroxysomes. De plus, ces cellules microgliales
déficientes montrent une profonde modification de 1’expression des génes liés a I’inflammation (IL-1b, IL-4, TNF-o) et particuli¢rement
I’expression de la protéine CCL2/MCP-1 impliquée dans la neuro-inflammation. Cette nouvelle lignée microgliale déficiente en ACOX1 révelent
les mémes dérégulations biochimiques que celles décrites chez les patients déficients en ACOX1 et représente donc un modele pour I’étude des
conséquences du déficit de la B-oxydation peroxysomale dans la microglie sur les fonctions peroxysomales, le stress oxydatif, I’inflammation et
les fonctions cellulaires.

Title: Effects of cactus extracts on the modulation of oxidative stress and the inflammatory process
related to acyl-CoA oxidase 1 deficiency.

Keywords : Cactus- microglia - BV-2 - Oxidative stress — inflammation

Abstract: Acyl-CoA oxidase 1 (ACOX1) deficiency is a rare and severe peroxisomal leukodystrophy associated with a very long-chain fatty
acids B-oxidation defect. As peroxisomal defects in microglia appear to be a key component of physiopathogenesis in ACOX1 deficiency, we
used the BV-2 microglial cell line as model: (i) to evaluate the antioxidant and anti-inflammatory properties of Opuntia ficus-indica cactus
cladode extracts; (ii) to characterize a new BV-2 ACOX1 deficient cell line recently generated in our laboratory by CRISPR/Cas9 gene editing.
In the first part of this work, the microglia activation, achieved by BV-2 cells exposition to four structurally and biologically well-defined
lipopolysaccharides (LPS) serotypes, exhibited a LPS structure-related differential effect on fatty acid B-oxidation and antioxidant enzymes
in peroxisomes: LPS derived from Escherichia coli diminished ACOX1 activity while LPS from Salmonella minnesota decreased catalase
activity. Interestingly, microglial catalase activity activation was obtained by different cactus extracts. This antioxidant effect was accompanied
by an anti-inflammatory effect revealed by the reduction of nitric oxide (NO) LPS-dependent production. Our results suggest that cactus
extracts may have a neuroprotective activity in activated microglial cells through the induction of peroxisomal antioxidant activity and the
inhibition of NO production. In the second part, the characterization of the BV-2 ACOX1 deficient cell line, with allelic mutations, confirmed
the absence of ACOX1 protein and enzymatic activity. Although the mutant cells grew more slowly than control cells, they didn’t show any
discernible morphological changes. However, catalase activity, due to the peroxisomal H20.-degrading enzyme, was significantly enhanced.
Subcellular fractionation and ultracentrifugation on Nycodenz gradient studies revealed a relative modification in size and density of
peroxisomes in ACOX1-deficient cells. Besides this, ACOX1 deficient cells show a profound modification of inflammatory gene expression
(IL-1b, IL-4, TNF- a ) and particularly of CCL2/MCP-1 protein, which is involved in neuroinflammation. This new Acox1-deficient cell line
presents the same biochemical changes shown in the human ACOX1 deficiency and represents a promising model to decipher the
consequences of a specific microglial peroxisomal B-oxidation defect on peroxisomal functions, oxidative stress, inflammation and cellular
functions.
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