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Résumé 

La déficience en Acyl-CoA oxydase 1 (ACOX1) est une leucodystrophie peroxysomale 

rare et sévère associée à un déficit dans la β-oxydation des acides gras à très long chaîne. À 

cause du rôle clé de ce déficit peroxysomal microglial dans la physiopathogenèse de la 

déficience en ACOX1, nous avons utilisé la lignée microgliale BV-2 comme modèle : (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 grâce à la méthode CRISPR-

Cas9. Dans la première partie des travaux, les cellules BV-2, activées par exposition à quatre 

sérotypes de lipopolysaccharides (LPS), montre un lien entre la structure du LPS et l’effet sur 

la β-oxydation des acides gras et les enzymes antioxydantes dans le peroxysome : les LPS 

dérivant d’Escherichia coli diminuent l’activité ACOX1 alors que les LPS de Salmonella 

minnesota réduisent l’activité catalase. Remarquablement, les différents extraits de cactus 

stimulent l’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 suggèrent que les extraits de cactus auraient une activité 

neuroprotectrice sur les cellules microgliales activées à travers l’induction d’activités anti-

oxydantes peroxysomales et l’inhibition de la production de NO. Dans la deuxième partie des 

travaux, la caractérisation de la lignée BV-2 déficiente en ACOX1, portant des mutations 

alléliques, confirme l’absence de la protéine et de l’activité ACOX1. Bien que ces cellules aient 

une croissance plus faible, elles ne montrent pas de modifications morphologiques détectables. 

Par contre, l’activité catalase, due à l’enzyme peroxysomale dégradant l’H2O2, est augmentée. 

Les études par fractionnement subcellulaire et par ultracentrifugation en gradient Nycodenz 

révèlent une modification de la densité et de la taille de peroxysomes. De plus, ces cellules 

microgliales déficientes montrent une profonde modification de l’expression des gènes liés à 

l’inflammation (IL-1b, IL-4, TNF-α) et particulièrement l’expression de la protéine 

CCL2/MCP-1 impliquée dans la neuro-inflammation. Cette nouvelle lignée microgliale 

déficiente en ACOX1 révèlent les mêmes dérégulations biochimiques que celles décrites chez 

les patients déficients en ACOX1 et représente donc un modèle pour l’étude des conséquences 

du déficit de la β -oxydation peroxysomale dans la microglie sur les fonctions peroxysomales, 

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

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

Acyl-CoA oxidase 1 (ACOX1) deficiency is a rare and severe peroxisomal leukodystrophy 

associated with a very long-chain fatty acids β-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 β-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 H2O2-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-α) 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 β-oxidation defect on peroxisomal functions, oxidative stress, 

inflammation and cellular functions. 

Keywords : Cactus- microglia - BV-2 - Oxidative stress – inflammation 
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LCACS : Acyl-CoA synthétase à longue chaîne 
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L-PBE :« L-peroxisomal Bifunctional Enzyme » 
LTB4 : Leucotriènes 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 

PBD :« Peroxisomal biogenesis disorder » 
PEPCK :Phosphoenolpyruvate carboxykinase 
PEX :Peroxine 
PGC: poudre de graine de cactus 
PHYT : Acide phytanique 
 

Q 
qPCR : PCR quantitative 
 

R 
RE : Réticulum endoplasmique 
 

S 
SCP :« Sterol Carrier Protein » 
SCPx : « Sterol Carrier protein x » 

 

PKA : Protein Kinase A 
PMP : Proteine membranaire peroxysomale 
P-NALD : Pseudo-NeonatalAdrenoleukodystrophy 
PP : proliférateurs de peroxysomes 
PPARα :« Peroxisome Proliferator Activated Receptor α » 
PRC: poudre de raquette de cactus 
pTH1 :Peroxisome thiolase 1 
PTS :« Peroxisomal Targetting Signal » 
PVDF :« Polyvinyldiene fluoride » 
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I. Introduction 
 

Les peroxysomes sont des organites de petite taille qui interviennent dans de 

nombreuses voies métaboliques et participent au bon fonctionnement cellulaire dans 

l’organisme grâce à leur contenu comprenant de nombreuses enzymes clés. À l’exemple de la 

catalase, la plus connue des enzymes peroxysomales, qui a permis à de Duve de découvrir et 

de définir le peroxysome comme un nouveau compartiment cellulaire. Cette enzyme assure la 

décomposition de H2O2 en H2O et O2, dont la déficience ou tout défaut en cette enzyme 

provoque un stress oxydatif. Cependant, d’autres enzymes que la catalase caractérisent 

également le peroxysome. Parmi les nombreuses oxydases peroxysomales, l’Acyl-CoA 

oxydase 1 (ACOX1) est une enzyme clé de la voie de la β-oxydation des acides gras à très 

longue chaine (AGTLC), assurant au niveau cellulaire la première étape limitante de cette voie 

métabolique. La déficience en ACOX1 mène à 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 sévère : la pseudo-

adrénoleucodystrophie néonatale (P-NALD). Les mécanismes de cette pathogenèse restent à 

élucider 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 à la caractérisation de molécules naturelles 

issues, entre autres, de l’arganier (Argania spinosa) ou du cactus (Opuntia-ficus indica) et ayant 

potentiellement des pouvoir antioxydants et anti-inflammatoires protecteurs vis-à-vis du stress 

oxydant et de l’inflammation.  

Depuis plusieurs années, les laboratoires de Biochimie et Neurosciences (à Settat) et 

BioPeroxIL (à Dijon) mènent 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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• Dans ce travail de thèse, le premier volet s’intéresse à l’évaluation des effets protecteurs 

des extraits de la raquette de cactus - Opuntia ficus indica- in cellulo sur les fonctions 

peroxysomales après une activation des cellules microgliales par les 

lipopolysaccharides.  

• Le second volet consiste à caractériser et à analyser un modèle 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 thèse est organisé en cinq chapitres 

principaux :  

• Un premier chapitre est consacré à une revue bibliographique où sont décrits : les 

peroxysomes ; leur voie de biogenèse ; leurs fonctions biochimiques et métaboliques 

(comme la voie de la β-oxydation) ; la déficience en ACOX1 et ses conséquences 

pathologiques ; un aperçu 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.  

• Un second chapitre dédié aux Matériels et Méthodes, décrit les différentes méthodes 

expérimentales utilisées pour la réalisation de ce travail et les conditions de leur 

réalisation.  

• Un troisième chapitre exposant les résultats obtenus à partir de l’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.  

• Un quatrième chapitre vise à présenter les résultats de la caractérisation des cellules BV-

2 déficientes en Acyl-CoA oxydase 1 peroxysomale. Il s’agit de travaux obtenus à partir 

d’une nouvelle lignée développée au laboratoire par Quentin Raas en utilisant la 

méthode d’édition génique CRISPR/Cas9. Ce nouveau modèle vise à étudier le rôle de 

la microglie dans développement de la neuroinflammation dans la déficience en 

ACOX1.  

• Un cinquième chapitre présente les résultats des analyses par centrifugation 

différentielle et ultracentrifugation sur gradient Nycodenz pour la purification de 

peroxysomes à partir cellules BV-2 sauvage ou déficiente en ACOX1. Une mise au 

point du fractionnement des cellules microgliales BV-2 ainsi que l’adaptation d’une 
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méthode de mesure de l’activité catalase en présence de Nycodenz sont présentées au 

début de ce chapitre. 

• Ce travail de thèse se termine par une partie consacrée à une discussion générale de 

l’ensemble des résultats présentés, des conclusions et des perspectives de ces travaux.  
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II. Les peroxysomes  

 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 à l’époque (Rhodin, 

1954).  

Par la suite, en 1956, l’équipe de Rouiller décrivit la même structure dans les 

hépatocytes de rat (Rouiller et Bernhard,1956). En 1965, l’équipe de De Duve montrera dans 

les sections de foie de rat que ces organites ou « microbodies » sont le siège de certaines 

activités enzymatique impliquant la catalase, l’uricase ou la D-aminoacide oxydase (Baudhuin, 

Beaufay, et de Duve , 1965). En 1966, après avoir purifié pour la première fois ces microbodies 

en utilisant des techniques de centrifugation différentielle 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 première fonction de cet organite capable de décomposer le peroxyde 

d’hydrogène (H2O2) en eau (H2O) et en oxygène (O2) grâce à l’activité catalase. Cette 

découverte des lysosomes et des peroxysomes par De Duve et ses collaborateurs fut couronnée 

par le prix Noble de médecine attribué à 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 photosynthèse (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 diamètre allant de 0,1 µm à 1,5 µm et ils sont délimités par une membrane 

phospholipidique de 6 à 8 nm d’épaisseur, localisés à 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 « nucléoïde » correspond 

à l’urate oxydase (Afzelius,1965 ;Shnitka,1966). Cependant, dans certains types cellulaires 

comme l’intestin et le cerveau, le peroxysome est dépourvu de nucléoïde et sa taille ne dépasse 

pas 0,35 µm 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 l’équipe de Novikoff et Goldfisher en utilisant la 

diaminobenzadine (DAB) permettant dans un milieu à pH alcalin de visualiser ces organites sur 

la base de l’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 l’activité 

de la catalase. Cependant, des études ultérieures ont montré que ces structures interviennent 

dans de nombreuses voies métaboliques à savoir la dégradation des acides gras à très longue 

chaîne via la voie de la β-oxydation peroxysomale, l’α-oxydation de l’acide phytanique, la 

participation à la synthèse de certains lipides comme les esters des phospholipides, les 

plasmalogènes 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’après (Gabaldón, 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 l’activité catalase au niveau des peroxysomes 

présentés sous forme des particules noires. D’après (Gondcaille et coll., 2005). 

 

 La Biogenèse 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 biogenèse des peroxysomes, l’origine de ces organites reste 

controversée (Dimitrov. et coll. 2013). Or, la réponse réside dans les processus biochimiques 

qui entraînent leurs biogenèses (Ma, Agrawal, et Coll., 2011). L’utilisation des levures et 

d’autres types cellulaires d’origine humaine comme les fibroblastes ont aidé à mieux 

comprendre la biogenèse et la formation des peroxysomes. Décrire les étapes de biogenèse ainsi 

qu’identifier l’origine de la membrane peroxysomale a pris plusieurs années de recherches afin 

de les définir (Geuze et coll., 2003). 

La voie de biogenèse des peroxysomes avait été toujours expliquée à travers deux 

hypothèses : une première hypothèse qui décrivait que les peroxysomes prolifèreraient par 

division des peroxysomes préexistants (Purdue & Lazarow, 2001; Lazarow & Fujiki, 1985), la 

deuxième hypothèse soutenait que ces organites avait pour origine le réticulum endoplasmique 

(Geuze et coll., 2003; Titorenko, 2001). Actuellement, le consensus sur les mécanismes de la 

a 

a 
b 
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biogenèse des peroxysomes repose sur les deux processus, décrits dans les deux hypothèses 

précédentes, contribuant concomitamment à la croissance et à la prolifération des peroxysomes 

(Figure 2 (Ma et coll., 2011)).   

 

Figure 2: Les principales voies de la biogenèse des peroxysomes et la contribution du RE dans ce 

processus. 
Dans la 1ère hypothèse : les peroxysomes sont générés de manière autonome à partir de la division et la 

prolifération des peroxysomes préexistants. Dans la 2éme hypothèse : le processus implique un bourgeonnement 

du RE suivi de l’import des protéines matricielle peroxysomale pour former des peroxysomes matures et 

fonctionnels. Schéma adaptée d’après (Lodhi & Semenkovich, 2014). 

 

Comme cis-mentionné, la biogenèse des peroxysomes s’appuyait sur les deux 

hypothèses : l’hypothèse de la croissance et la division des peroxysomes préexistants pour 

générer des peroxysomes néoformés ; qui a bénéficié du soutien de plusieurs études. Les 

preuves expérimentales confirmeraient la deuxième hypothèse montrant que le réticulum 

endoplasmique contribue à la biogenèse 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 modèle pour étudier les protéines impliquées dans 

l’élaboration de peroxysomes fonctionnels. (Elgersma & Tabak, 1996). Or, les mécanismes 

identifiés chez les levures ne sont probablement pas comparables à ceux existants dans les 

cellules humaines (Smith & Aitchison, 2009). Les premières observations en microscopie 
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électronique laissent supposer que ces structures seraient issues du bourgeonnement du RE 

(Tabak, et Coll., 2003).  Ajouter à cela, la description par Faber et coll., de l’existence d’un 

comportement vésiculaire pré-peroxysomale qui proviendrait de la membrane nucléaire (Faber, 

et coll., 2002). 

En 1964, l’équipe de Novikoff et Shin montrait déjà par microscopie électronique dans 

les cellules hépatiques du rat, que les peroxysomes se présentent à 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 

premières observations confirmeraient donc la deuxième hypothèse.  

Généralement, le processus de la biogenèse des peroxysomes implique des protéines 

spécialisées appelées peroxines. Actuellement, on dénombre 32 peroxines dont au moins 23 

peroxines interviennent dans la régulation de la biogenèse des peroxysomes (Brown & Baker, 

2008). Ces peroxines sont codées par les gènes dites PEX. Chez l’Homme, une simple 

déficience ou anomalie de certaines peroxines affectent la biogenèse des peroxysomes et 

provoques des maladies neurologiques très sévères classées dans la catégorie des désordres liés 

à la biogenèse du peroxysomes ou PBD « Peroxisome Biogenesis Disorders ». 

Une partie des mécanismes impliqués dans la synthèse des nouveaux peroxysomes à 

partir de la division des peroxysomes déjà existants implique trois peroxines qui ont été 

caractérisées et identifiées et qui régulent ce phénomène : Pex11p, Pex25p et Pex27p. Alors 

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

Généralement, chez la plupart des espèces étudiées, la peroxine Pex11p intervient dans 

le remodelage de la membrane peroxysomale et entraine l’élongation de celle-ci avant la fission 

du peroxysome (Opaliński, 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 
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de très grande taille tandis que, une surexpression de Pex11p aboutit à une prolifération 

peroxysomale (Marshall et coll., 1995).  

 
Figure 3: Modèle globale du processus de la biogenèse, la prolifération et la division des 

peroxysomes. 
Après un Bourgeonnement à partir des RE, les pré-peroxysomes, contenant les peroxines précoces Pex3p-Pex16p 

et Pex19p, importent des protéines membranaires peroxysomales via ces trois peroxines à partir du cytosol. La 

formation d’un peroxysome mature implique Pex5p et Pex7p pour importer des protéines matricielles. Les trois 

peroxines Pex11p, 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 Fis1/Mff. Enfin, ces 

nouveaux peroxysomes se séparent sous l’action de Pex28p et Pex29p. Schéma adapté d’après (Platta et coll., 

2007) (Waterham, Ferdinandusse, & Wanders, 2016). 

 

 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 

à la fois dans les voies métaboliques cataboliques comme : l’α-oxydation et la β-oxydation des 

acides gras ; et dans les voies anaboliques telles que : la biosynthèse des acides biliaires et de 

l’acide docosahexaénoïque (DHA).  

De plus, les peroxysomes sont fortement impliqués dans le métabolisme des espèces 

réactives de l’oxygène ou de l’azote couplé en partie à d’autres voies métaboliques 

peroxysomales. (Wanders & Waterham, 2006a). Une des principales fonctions métaboliques 
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peroxysomales est le catabolisme des acides gras où la β-oxydation peroxysomale des AGTLC 

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

 L’α-oxydation des acides gras 

Chez la plupart des organismes, les acides gras contenant un groupe méthyl en position 

3, y compris l’acide phytanique, nécessitent pour leur dégradation une α-oxydation qui se 

déroule dans les peroxysomes. Ce processus implique ainsi un ensemble d’enzymes entrainant 

un raccourcissement de la chaîne d’un carbone pour produire un acide gras méthylé en position 

2 et qui subit par la suite une dégradation par la voie de β-oxydation peroxysomale (Figure 4). 

(Van Veldhoven, 2010; Wanders, et coll, 2011) 

L’α-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 l’acyl-CoA en 2-hydroxyl-CoA 

3- Le clivage du 2-hydroxyl-CoA en un (Cn-1) aldéhyde plus une 

molécule de formyl-CoA 

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

5- La formation d’un ester d’acyl-CoA 

Bien que le processus enzymatique impliqué dans l’α-oxydation ait été décrit 

récemment, l’identification de certaines enzymes de cette voie reste encore à élucider. (Van 

Veldhoven, 2010) 
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Figure 4: schéma de la voie de l' α -oxydation de l'acide phytanique chez les mammifères. 
Schéma adapté d’après (Wanders & Waterham, 2006b). 

 

 Métabolisme du glyoxylate peroxysomale 

 Les peroxysomes jouent un rôle crucial dans le métabolisme du glyoxylate produit 

principalement dans le foie humain. Cela est dû au fait que l’enzyme impliqué dans ce 

métabolisme qui est l’alanine glyoxylate aminotranférase exprimée au niveau hépatique et 

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

 Biosynthèse des éthers phospholipides 

Les éthers phospholipides sont connus par leurs rôles dans l’intégrité de la membrane 

plasmique. Les plasmalogènes 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 à cette même position dans les autres glycérophospholipides.  

Les peroxysomes jouent un rôle primordial dans la synthèse des éther-phospholipides, 

les deux premières réactions sont exclusivement peroxysomales.  

La première étape de la biosynthèse des plasmalogènes se fait à partir du 

dihydroxyacétone phosphate (DHAP) et un acyl-CoA à longue chaîne catalysé par la DHAP 

acyltransférase peroxysomale produisant un 1-acyl-DHAP (Figure 5). Ensuite, l’acyl gras en sn-
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1du acyl DHAP est remplacé par un alcool gras a long chaîne par l’alkyl-dihydroxyacétone 

phosphate synthase ADHAPS peroxysomale donnant un 1-alkyl-DHAP (Brites, Waterham, & 

Wanders, 2004).  

DHAPAT et ADHAPS forment un complexe lié à la face interne de la membrane 

peroxysomale. Les produits finaux de la réaction ADHAPS c’est-à-dire l’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 biosynthèse des plasmalogènes sont catalysées 

par des enzymes du RE. (Wanders & Waterham, 2006a; Braverman & Moser, 2012; Buchert et 

coll., 2014).  

 

Figure 5: Schéma des différentes étapes de la voie de biosynthèse des plasmalogènes et implication 

des peroxysomes et du Réticulum endoplasmiques.  
Schéma adapté d’après (Brites et coll., 2004). 
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 La biosynthèse de l’acide docosahéxaénoïque (DHA) 

Les peroxysomes jouent un rôle primordial dans la biosynthèse de l’acide 

docosahexaénoïque (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 biosynthèse commence par la β-oxydation de l’acide 

tétracosahexaénoïque (C24 :6n-3) produit par des réactions successives d’élongation et de 

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

Ce dernier, subit une désaturation et élongation au niveau du RE afin de générer le 

C24 :6n-3 ; lui-même transporté vers les peroxysomes pour être écourté de 2 atomes de carbone 

et donner le DHA. Cette dernière étape de la biosynthèse du DHA est catalysée par les enzymes 

de la voie de β-oxydation peroxysomale. (Wanders, et coll., 2010 ;Van Veldhoven, 2010 ; 

Ferdinandusse et coll., 2001). 

 

 

Figure 6: Schéma récapitulatif des étapes de la synthèse de l'acide docosahexaénoîque 

(DHA,C22:6). 

Schéma adapté d’après (Pencreac’h et coll., 2004). 
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 Métabolisme des éicosanoïdes : 

Les éicosanoïdes constituent une grande famille de dérivés d’oxydation des acides gras 

polyinsaturés ayant 20 atomes de carbones, comme l’acide arachidonique. Ces éicosanoïdes 

sont des médiateurs de la signalisation cellulaire, connus pour leur rôle dans la régulation du 

métabolisme cellulaires, et ils sont considérés comme des hormones.  

On distingue deux grandes familles des éicosanoïdes : les prostanoïdes qui comprennent les 

prostaglandines et les thromboxanes et une deuxième famille des leucotriènes comprennent les 

LTB4, synthétisé par les leucocytes et les macrophages (Mayatepek et coll., 1993). Le LTB4 

est d’abord transformé en ω-carboxyle-LTE4 par la voie de ω-oxydation microsomiale. Ensuite, 

ce produit est dégradé par la β-oxydation peroxysomale en ω-carboxyle-tétranor-LTE 3 et enfin, 

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

 La β-oxydation peroxysomale des acides gras à très longue 

chaîne AGTLC  

Les peroxysomes jouent un rôle important pour le maintien de l’homéostasie cellulaire 

par les nombreuses fonctions qu’ils assurent. Parmi lesquelles figure la β-oxydation des acides 

gras. Chez tous la plupart des organismes, la β-oxydation des acides gras se déroule au niveau 

mitochondrial. Cependant, chez les mammifères, 20% de ce processus sont assurés par les 

peroxysomes (Poirier, et coll., 2006). Depuis la mise en évidence de la β-oxydation par l’équipe 

de De Duve en 1976, de nombreuses avancées ont été réalisées pour la compréhension des 

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

La mitochondrie et le peroxysome jouent chacun un rôle fonctionnellement différent 

avec une grande complémentarité dans les cellules eucaryotes. En particulier, les peroxysomes 

permettent l’oxydation des acides gras que les mitochondries ne peuvent pas prendre en charge 

comme les AGTLC à l’exemple de l’acide lignocérique (C24 :0) et l’acide cérotique (C26 :0). 

Le système de β-oxydation peroxysomale métabolise les AGTLC mais également les acides 

dicarboxyliques à longue chaîne, les éicosanoïdes, les précurseurs des acides biliaires et certains 

dérivés des xénobiotiques ( Wanders & Waterham, 2006a; Reddy & Mannaerts, 1994). Les 

AGTLC subissent plusieurs cycles de la β-oxydation, chaque cycle comprend 4 étapes menant 

à un raccourcissement de la chaîne de 2 atomes de carbones avec une libération d’une molécule 

d’acétyl-CoA. 
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Il faut noter que les AG à courte chaîne (C<6), à chaîne moyenne (6<C<12) et à longue 

chaîne (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 β-oxydation peroxysomale ne prend pas en charge les 

acides gras à 8 atomes de carbone et ils sont donc exportés vers la mitochondrie pour subir une 

β-oxydation complète. (Reddy & Hashimoto, 2001) 

La β-oxydation peroxysomale des AGTLC nécessite, après 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, l’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 grâce à la fixation et l’hydrolyse d’une molécule l’ATP (Roermund, et coll., 

2011; Rottensteiner & Theodoulou, 2006). Chez l’Homme, il existe 3 types des transporteurs 

membranaires peroxysomaux : ABCD1 (ALDP : Adrénoleucodystrophie Protein), ABCD2 et 

ABCD3 (PMP70) ; qui ont été considérés comme indispensables pour ce transfert des AGTLC 

(Rottensteiner & Theodoulou, 2006).Le mécanisme de la β-oxydation peroxysomale des 

AGTLC implique la même série des réactions que la β-oxydation mitochondriale ; réactions 

catalysées par 3 enzymes : l’acyl-CoA oxydase 1, l’enzyme bifonctionnelle et les thiolases 

(Figure 7). 
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Figure 7: Schéma générale de la voie de la β -oxydation peroxysomale chez l'Homme. 
 L’acyl –CoA est écourté de deux atomes des carbones grâce à la présence de 4 enzymes : la famille des ACOXs 

catalysent la réaction de α,β- déshydrogénation, l’enzyme Bifonctionnelle (L-PBE/D-PBE) catalysent la deuxième 

et la troisième réactions de cette voie, enfin, les thiolases (SPCx et pTH1) nécessaires pour le clivage thiolytique 

de l’acyl-CoA. L’acyl-CoA (Cn-2) repasse dans le cycle de la β-oxydation ou quitte le peroxysome vers la 

mitochondrie pour sa dégradation complète. Schéma adapté d’après ( Wanders & Waterham, 2006b). 

 

 

La 1ère réaction de ce processus est la déshydrogénation d’acyl-CoA catalysée par l’acyl-

CoA oxydase 1, enzyme clé de cette voie de dégradation. La réaction consiste en la 

transformation de l’acyl-CoA en 2 trans-énoyl-CoA. Dans cette réaction, les électrons de FAD 

sont directement transférés vers l’oxygène moléculaire générant un peroxyde d’hydrogène. Le 

H2O2 produit au cours de cette réaction sera neutralisé par la suite grâce à l’activité de la 

catalase.   

Ensuite, le 2 trans-énoyl-CoA sera hydraté en 3-hydroxyacyl-CoA, avec 2 

configurations L ou D, via respectivement l’une des deux protéines Bifonctionnelles : L-PBE 

ou D-PBE qui catalysent également la 3éme réaction de déshydrogénation (réaction d’oxydo-

réduction) permettant la conversion du (D/L)-3hydroxyacyl-CoA en 3-cétoacyl-CoA.  
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La dernière étape de cette voie consiste à 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 β-oxydation peroxysomale, l’octanoyl-CoA (C8), est transformé 

en octanoylcarnitine avant de quitter le peroxysome grâce à la carnitine octanoyl-transférase 

peroxysomale pour terminer son cycle de β-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’être ensuite exportés du peroxysome vers la 

mitochondrie pour être utilisés dans le cycle de Krebs Contrairement à la β-oxydation 

mitochondriale qui est directement couplée à la production d’ATP, l’énergie issue des réactions 

de la β-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 β-oxydation peroxysomale des acides 

gras qui métabolise différents substrats : les acides gras à très longue chaîne (AGTLC), acides dicarboxyliques 

(DCA) et de l'acide pristanique, qui sont importés dans les peroxysomes par les différents transporteurs de la 

famille ABCD. (2) l'α-oxydation de l'acide phytanique. (3) Les enzymes impliquées dans la synthèse des 

plasmalogènes. (4) Les enzymes impliquées dans la synthèse des acides biliaires. (5) L'enzyme peroxysomale 

impliquée dans la détoxication du glyoxylate et (6) la catalase nécessaire à la dégradation de l'H2O2. Schéma 

adapté d’après (Waterham et coll., 2016). 
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 Aperçu générale sur les enzymes impliquées dans la voie de la β-

oxydation peroxysomale 

 Les Acyl-CoA oxydases  

Il existe plusieurs acyl-CoA oxydases désignées différemment selon les espèces. Chez 

les rongeurs, rat et souris, l’ACOX1 correspondant la palmitoyl-CoA oxydase, l’ACOX2 à la 

cholestanoyl-CoA oxydase 1 et l’ACOX3 à la pristanoyl-CoA oxydase. De plus, les deux 

isoformes issues de l’épissage alternatif de l’exon 3a et 3b du gène codant pour l’ACOX1 sont 

désignées ACO-I et ACO-II.  

L’acyl CoA oxydase 1 (ACOX1) est l’enzyme qui catalyse l’étape initiale et limitante 

de la voie de la β-oxydation peroxysomale. C’est une flavoenzyme homodimérique (Inestrosa,et 

coll., 1979), composée de deux chaînes polypeptidiques distinctes et chaque sous unités 

contient une molécule de la flavine adénine dinucléotide (FAD) liée de manière non covalente 

au polypeptide. ACOX1 appartient à la même famille que les acyl-CoA déshydrogénases 

mitochondriales. L’absence de l’activité ACOX1 est associée à une maladie peroxysomale 

sévère la pseudo-adrénoleucodystrophie néonatale (PNALD). (Bhaumik, et coll., 2005) 

Chez l’Homme, les acyl-CoA oxydases sont nommées ACOX1 et ACOX2, avec 

l’ACOX1 qui est présente en 2 isoformes : ACOX1a et ACOX1b résultant d’un épissage 

alternatif des exons 3a et 3b à partir du même pré-ARNm (Setoyama, et coll., 1995). Parmi 

toutes ces ACOXs, seule l’ACOX1 est inductible par les proliférateurs de peroxysomes chez 

les rongeurs. Chez l’Homme, le gène ACOX1 est localisé au niveau du chromosome 17 sur le 

bras court au niveau du locus 25 (Varanasi et coll., 1994) . C’est un gène qui s’étend sur 33 Kb 

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

Différentes études ont montré l’existence de substrats spécifiques à chaque membre de 

ces ACOXs : 

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

éicosanoïdes 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). 

ACOX3 : réagit avec les AG ramifiés, acyl-CoA linéaire à longue chaîne (Wanders & Tager, 

1998). 
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Les études menées par Chu et ses collaborateurs ont montré, suite à l’expression de 

l’ACOX1 humaine dans des cellules d’insecte Spodoptera frugiperda, des activités maximales 

vis-à-vis des AG saturé à longue chaîne allant de C12 jusqu’à C18 mais sans aucune précision 

sur la nature de l’isoforme concernée (Chu et coll., 1995). En 2007, une étude réalisée dans 

notre laboratoire a montré une activité optimale de chaque isoformes vis-à-vis du lauroyl-CoA 

(C12 :0). Les activités de l’ACOX1a sont extrêmement faibles vis-à-vis des AGTLC alors que 

l’ACOX1b montre une activité vis-à-vis d’un plus large panel de substrats par rapport à 

l’ACOX1b (Oaxaca-Castillo et coll., 2007).  

 Les protéines bifonctionnelles  

Deux enzymes bifonctionnelles distinctes sont présentes au niveau du 

peroxysome catalysant la 2éme et la 3éme réactions de la β-oxydation peroxysomale : la L-PBE 

spécifique de l’énantiomère L et D-PBE spécifique de l’énantiomère 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 protéine de 77 KDa (Caira, et coll., 1995; Mori, et coll., 1991; Möller et coll., 

1999). Les deux enzymes prennent en charge les énoyl-CoAs avec une chaîne linéaire, tandis 

que la D-PBE prend en charge aussi bien l’énoyl-CoA de l’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  

Les thiolases sont des enzymes responsables de la dernière étape de la β-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 l’Homme, deux thiolases existent : 

pTH1 :  est une protéine de 41 KDa spécifique de 3-cétoacyl-CoA à 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 à chaîne 

linéaire ramifiée, du THCA et du DHCA et non-inductible par les proliférateurs de peroxysome. 

(Busquets et coll., 1998) 
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 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 β-oxydation des AGTLC, l’α-oxydation 

et la biosynthèse des plasmalogènes et les intermédiaires des acides biliaires leur confèrent des 

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

Ce rôle est révélé par les défauts de formation des peroxysomes ou par l’altération de 

ses fonctions enzymatiques et biochimiques générant de nombreuses pathologies. Ces maladies 

pouvant être classées en 2 classes principales en fonction de la déficience associée (Tableau 1 et  

Tableau 2) on distingue ainsi : 

• Les pathologies liées aux déficiences enzymatiques peroxysomales. 

• Les pathologies liées aux troubles de la biogenèse des peroxysomes. 
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Tableau 1: Classification des principales maladies et altérations peroxysomales. 
Tableau adapté d’après  (Ronald J. A. Wanders, 2013) (Astudillo, Sabourdy, Touati, & Levade, 2016). 

 

 

 

 
 

 

Type de 

la 

maladie 

Nom de la maladie Abréviation MIM 

Mode de 

transmis

sion 

Gène(s) 

muté(s) 
Fonction de la protéine en cause 

D
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ts

 d
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g
e
n

è
se

 

Syndrome de 

Zellweger 
ZS 214100 

A
u

to
so

m
iq

u
e
 R

é
ce

ss
if

 

PEX1 à3, 

PEX 5-6, 

PEX10 à 

14, 

PEX 16, 

PEX19, 

PEX26 

Import des protéines 

peroxysomales et la biogenèse 

des peroxysomes 

Adrénoleucodystro

phie néonatale 
NALD 214110 

Maladie de 

Refsum infantile 
IRD 202370 

Chondrodysplasie 

ponctuée 

rhizomélique de 

type 1 

RCDP-1 215100 PEX7 
Récepteur cytosolique des 

protéines portant un signal PTS2 

D
é
fa

u
ts

 i
so

lé
s 

Adrénoleucodystro

phie liée à l'X 
X-ALD 300100 

Li
é

 à
 

l'X
 

ABCD1 
Transport des AGTLC dans le 

peroxysome 

Déficit en acyl-

CoA oxydase 

Déficience 

en ACOX 
264470 

A
u

to
so

m
iq

u
e
 R

é
ce

ss
if

 
ACOX1 

β-oxydation peroxysomale (1er 

réaction) 

Déficit en protéine 

D-Bifonctionnelle 

Déficience 

en D-PBE 
261515 HSD17B4 

β-oxydation peroxysomale 

(2,3éme réaction) 

Maladie de 

Refsum 

ARD/ 

CRD 
266500 

PHYH/ 

PEX7 

Hydroxylation de l'acide 

phytanoyl-CoA (α-oxydation) 

Déficit en 2-

méthylacyl-CoA 

racémase 

Déficience 

AMACR 
604489 AMACR 

Conversion des stéréoisomères R 

des AG ramifiés et des 

précurseurs des acides biliaires 

en stéréoisomères S 

Déficit en thiolase 
des acyl-CoA 

ramifiés 

LKDMN 613724 SCP2 
β-oxydation peroxysomale 

(4émeréaction) 

Chondrodysplasie 

ponctuée 

rhizomélique de 

type 2 

RCDP-2 222765 GNPAT 
Biosynthèse des plasmalogènes 

(1er réaction) 

Chondrodysplasie 

ponctuée 
rhizomélique de 

type 3 

RCDP-3 600121 AGPS 
Biosynthèse des plasmalogènes 

(2éme réaction) 

Hyperxalurie de 

type 1 
PH-1 259900 AGXT Transaminastion du glyoxylate 

Acatalasémie ***** 115500 CAT 
Dégradation du peroxyde 

d'hydrogène 

Hypercholanémie 
Déficience 

BAAT 
607748 BAAT 

Conjugaison des acides biliaires 

à la glycine ou la taurine 
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 Tableau 2: Altération des paramètres du bilan Biologique peroxysomales.   
Le tableau montre les conséquences touchant certaines paramètres biologiques. Abréviations : N : taux normale ;         

: taux augmenté ; N-       : taux normal a augmenté; ***     : taux  pas augmenté chez tous les patients ;       taux 

diminué. À noter que les paramètres présentés dans ce tableau sont normaux chez les patients atteints de 

l’hyperoxalurie et l’Acatalasémie. D’après (Astudillo et coll., 2016). 

 

 

 

 Les pathologies liées aux déficiences enzymatiques peroxysomales  

Ce sont des maladies causées par l’altération de la fonction d’une protéine/enzyme 

peroxysomale, on distingue :  

• Maladies de la β-oxydation peroxysomale des acides gras  

• Maladies de l’α-oxydation peroxysomale des acides gras  

• Maladies du métabolisme peroxysomal du glyoxylate  

• Maladies de la biosynthèse des éthers phospholipidiques  

• Maladies de la synthèse des acides biliaires 

 

 

Paramètres 
Biologiques  

Défauts de la Biogenèse des peroxysomes Défauts isolés 

MALADIE 

Spectre du 
syndrome de 

Zellweger 

Déficit en 
Acyl-CoA 
oxydase 

Déficit en 
protéine 

bifonctionnelle 

Chondrodysplasie 
ponctuée 

rhizomélique de 
type 1      

Adrénoleuco- 
dystrophie 

liée à l'X 

Maladie de 
Refsum 

AGTLC 
plasmatique 

   N  N 

Acide 
pristanique 
plasmatique  

N- N N- N N N 

Acide 
phytanique 
plasmatique 

N- N N- N- N  

DHCA et THCA 
plasmatique  

 N *** N N N 

Plasmalogènes 
érythrocytaires 

 N N  N N 

Peroxysomes Absents Anormaux Anormaux Présents Présents Présents 
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a) Maladies de la β-oxydation peroxysomale des acides gras  

(1) Adrénoleucodystrophie lié à l’X (X-ALD)  

L’X-ALD est causée par des mutations du gène ABCD1 codant pour le transporteur 

ABC (ATP Binding Cassette) de la famille D qui prend en charge l’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 à l’X touchant donc 

principalement les hommes, bien que les femmes développent des symptômes 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 l’augmentation du taux des AGTLC au niveau plasmatique (Ofman et coll., 2010;  

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

1- La forme cérébrale démyélinisante (dite adrénoleucodystrophie) : c’est la forme la plus 

fréquente chez les enfants en bas âge entre 5 et 12 ans mais qui peut toucher 35% des 

adultes (Engelen et coll., 2012; Kemp et coll., 2012). Cette forme de l’X-ALD est 

associée à 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 l’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 & Gärtner, 2012).  

 

2- La forme limitée à la moelle épinière (dite adrénomyéloneuropathie ou AMN) : C’est la 

forme la plus fréquente chez l’adulte dont les symptômes apparaissent entre l’âge de 20 

à 50 ans. Les patients atteints de l’AMN ont des troubles d’équilibre, avec une atteinte 

cérébrale démyélinisante 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 & Gärtner, 2012). Les femmes porteuses 

peuvent développer une myélopathie progressive et une neuropathie périphérique mais 

à un âge plus avancé que les hommes (Engelen, et coll., 2014).  

L’X-ALD reste l’une des rares maladies pour laquelle une thérapie est disponible à 

savoir une greffe allogénique des cellules souches hématopoïétiques à un stade précoce qui 
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prévient la progression de la maladie tandis que cette approche n’est pas valable chez les 

patients atteints de l’AMN (Cartier et coll., 2009) . 

(2) Déficience en acyl-CoA oxydase 1 

La déficience en ACOX1 (OMIM #264470) anciennement appelée pseudo-

adrénoleucodystrophie néonatale est l’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 gène ACOX1 codant pour acyl-CoA oxydase peroxysomale. ACOX1 étant 

impliqué dans le processus de la β-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 présentent des symptômes cliniques variable, allant de l’apparition d’une 

hypotonie musculaire néonatale, des lésions de la substance blanche, une hépatomégalie avec 

une perte neurosensorielle et une insuffisance rénales (Ferdinandusse et coll., 2007; Wanders, 

et coll., 1993; Ferdinandusse et coll., 2010).  

(3) Déficience en enzyme D-bifonctionnelle  

La déficience en protéine D-bifonctionnelle (OMIM #261515) est causée par des 

mutations du gène HSD17B4 codant pour la 17-β-estradiol déshydrogénase, l’enzyme qui 

catalyse la 2éme et la 3éme réactions de β-oxydation (Wanders,et coll., 1992). Un défaut de la D-

PBE provoque une augmentation du taux des AGTLC, l’acide pristanique et des acides biliaires 

au niveau plasmatique (McMillan et coll., 2012). Cette déficience provoque une maladie 

autosomique récessive sévère et la plupart des patients décèdent avant l’âge de 2 ans. Ces 

patients présentent cliniquement 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 grâce au séquençage 

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 gène SCP2 (MIM #613724) qui code pour l’une des thiolases 

qui catalysent la dernière réaction de la β-oxydation peroxysomale. Une déficience de ces 

thiolases contribue à la présence des taux élevés de l’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).  
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 Conséquences physiopathologiques de la déficience en Acyl-CoA 

oxydase 1 

 Chez l’homme  

L’histoire de la P-NALD remonte à 1988 quand Poll-The et ses collaborateurs ont décrit 

pour la première fois cette maladie chez deux patients : frère et sœur nés des parents 

consanguins souffrant d’hypotonie musculaire, de retards mental et psychomoteur ainsi que des 

troubles de la vision et de l’ouïe. Généralement, les patients décèdent vers l’âge de 5 ans. Chez 

ces patients une délétion d’environ 17Kb du gène ACOX1 a été démontrée par analyse d’ADN 

génomique en Southern blot ( Poll-The et coll., 1988).  

Une étude réalisée par l’équipe de Suziki en 2002 chez trois  patients japonais présentant 

cette déficience a permis d’identifier, après 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 l’ACOX1 affectent généralement le site de 

liaison de l’ACOX1 avec son Cofacteur FAD ou bien des délétions portant sur de large partie 

du gène (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 être à 

l’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 gène. Né de parents italiens 

consanguins, ce patient montrait un phénotype sévère avec une absence de développement de 

la motricité, des crises épileptiques, une tétraplégie spastique, un retard mental sévère 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 gène de l’ACOX1, présentent une symptomatologie 

commune : une démyélinisation de la matière 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 

très élevé. Ces patients montraient des pertes progressives des fonctions motrices à partir de 28 

mois en moyenne et l’âge moyen de décès était de 5 ans avec une patiente qui a survécu jusqu’à 

l’âge de 19 ans. Cette maladie peut survenir également à tout âge, rester stable ou être 

progressive (Barth et coll., 2004).  



 
60 

 Chez la souris   

  Le rôle biologique du système de β-oxydation peroxysomal des AGTLC a été étudié 

chez les souris Acox1-/- qui ne présentent pas l’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 à la fois d’une synthèse 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 élevés des ARNms des gènes codants la thiolase ou l’enzyme Bifonctionnelle. Tandis 

qu’au cours du 3éme et 4éme mois, ces souris présentent une grave métamorphose graisseuse au 

niveau des hépatocytes avec peu ou pas de peroxysomes. Une stéatose hépatique sévère avec 

une régénération hépatocellulaire a été observée chez les souris âgées de 5 mois. Au cours du 

6éme et 7éme 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 l’activation prolongée du PPARα. Cette 

hyperactivation du PPARα 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 H2O2 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).  

 Déficience en ACOX1 et inflammation  

Les deux maladies neurodégénératives peroxysomales déficience en ACOX1 et X-ALD 

se caractérisent par l’accumulation des AGTLC (C24:0 et C26:0) dans le plasma et dans les 

tissus. La démyélinisation de la matière blanche cérébrale au niveau du système nerveux 

centrale est un processus qui se développe dans les deux maladies. Actuellement, les 

mécanismes de la pathogenèse de ces leucodystrophies peroxysomales associent une 

accumulation importante d’AGTLC avec un processus plus ou moins rapide de démyélinisation 

menant à 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 à la rupture de la barrière hémato-
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méningée. Powers et ses collaborateurs ont mis en évidence la présence de macrophages et des 

astrocytes dans les zones actives de démyélinisation ainsi que les lymphocytes T présents 

autours des vaisseaux à l’intérieure de la zone de la démyélinisation (Powers, et coll., 1992). 

D’autres études suggèrent que l’accumulation des AGTLC stimule les astrocytes et les 

macrophages qui secréteraient du TNFα et des cytokines conduisant à la destruction de la 

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

Les travaux menés par McGuiness et ses collaborateurs et l’équipe de Singh sur des 

lésions cérébrales de patients atteints d’X-ALD, par des analyses par puce à ADN et par RT-

PCR, ont montré une augmentation de l’expression de TNFα, des interleukines IL-1α, 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 suggère 

une altération des radeaux lipidiques (rafts) composés des sphingomyélines et du cholestérol. 

Il en résulte une déstabilisation des membranes aboutissant au relargage des fragments 

myéliniques 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 l’infiltration des leucocytes dans la matière blanche cérébrale 

(McGuinness et coll., 1997;  Paintlia et coll., 2003). Eicher et son groupe ont montré que dans 

la phase précoce de l’évolution des lésions cérébrales l’existence de cellules microgliales en 

apoptose dans la zone adjacente à la zone de démyélinisation diminuerait leurs capacités de 

neuro-protection et provoquerait des dommages au niveau des oligodendrocytes (Eichler et 

coll., 2008).  

De nombreuses études ont montré l’implication des cytokines dans les désordres 

neurologiques, en particulier dans le cas de l’X-ALD. L’augmentation des niveaux d’AGTLC 

précède largement la démyélinisation de la substance blanche dans la P-NALD et la réponse 

neuro-inflammatoire dans l’X-ALD. Même s’il est bien connu que les deux maladies P-NALD 

et X-ALD sont associé à l’accumulation des AGTLC, le rôle direct des AGTLC dans 

l’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 

l’acide cérotique C26:0 présentaient une évolution de l’expression des cytokines (IL-1α, IL-1β 

et IL-6) en fonction du temps (El Hajj et coll., 2012). Une induction de l’expression de l’ARNm 

codante les cytokines, IL-1α et IL-1β, était déjà présente entre 6h et 12h de traitement.  
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En revanche, 6h plus tard, les niveaux d’expression d’ARNm de l’IL-1β revenaient à 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 l’IL-1β sont en mesure d’accroître l’accumulation des AGTLC par inhibition 

de la β-oxydation peroxysomale du C26:0 par un mécanisme inconnu. Cela peut provoquer un 

cercle vicieux dans lequel l’acide cérotique C26:0 déclenche plus tôt l’expression des ARNm 

codant ces cytokines qui régule à la baisse la β-oxydation peroxysomale conduisant à 

l’accumulation des AGTLC ; Ceux-ci à leur tour favorisent la ré-induction des transcrits de 

cytokines au cours d’une deuxième phase tardive.  

L’effet de l’accumulation des AGTLC dans la démyélinisation liée à la déficience en 

ACOX1 reste à déterminer, ainsi que leur capacité à induire une réponse de la β-oxydation 

peroxysomale dans l’homéostasie cellulaire. Les résultats de l’étude d’ El Hajj et coll. montrent 

que la déficience en ACOX1 dans la P-NALD est associée à des modifications significatives 

de la réponse inflammatoire conduisant à l’activation de la voie de IL-1β (El Hajj et coll., 2012).  

 Rôle 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 système 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 première 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 découvrir et à terme différencier les cellules gliales telles que nous les connaissons 

aujourd’hui (Tremblay, et coll., 2015). Grâce à la technique de marquage à 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. Dès 

lors, il a été admis que des dysfonctions gliales pourraient être à l’origine de maladies 

cérébrales, opposant ainsi les notions de gliopathie et de neuropathie (Achucarro, 1913).  
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La microglie est capable d’adapter sa morphologie aux structures nerveuses qui 

l’entourent, ce qui suggère une capacité migratoire et une structure dynamique. C’est dans la 

pathologie que la microglie joue son rôle en passant d’une forme sédentaires ramifiée (en repos) 

à une forme amiboïde activée capable de migrer et de phagocyté des débris cellulaires (active).  

 Durant plusieurs années, l’activation microgliales dans les différentes conditions 

pathologiques ou après 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 l’activation microgliales qui sont capables d’altérer l’intégrité structurelle et 

fonctionnelle du SNC. Ces cellules sont capables de reconnaître et de réagir à une grande variété 

de signaux témoins de l’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 modèle commun dans 

l’étude de l’activation microgliales. D’autre part il existe des signaux avec un effet 

d’inactivation ou « OFF » de l’état d’activation de la microglie, comme les neurotransmetteurs 

(Färber & Kettenmann, 2006).  

Soumises aux différents signaux d’activation, les cellules microgliales changent leur 

morphologie, leur nombre ainsi leurs déformation et l’augmentation du volume cellulaire. Ces 

paramètres permettent de distinguer différents phénotypes et formes de la microglie associées 

aux stades d’activation : ramifiée, amorcée, réactive et amiboïdes (Kreutzberg, 1996; Soltys, et 

coll., 2001).  

Le changement de la morphologie et de la forme permet à la cellule microgliale de 

devenir pleinement mobiles et de jouer son rôle crucial, apparenté aux macrophages résidants 

du système 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 où la 

microglie recrutée sur le site d’agression en médiation avec des phénomènes de migration et de 

prolifération (Walker et coll., 2014) .  

À côté du changement morphologique, la microglie subit des changements de propriétés 

de la membrane au cours de son activation, même 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 confèrent des propriétés électrophysiologies caractéristiques (Kettenmann et 

coll., 2011).  

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

l’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 : l’état d’activation de ces cellules correspond à un 

spectre de réponse dépendant du type, d’intensité et la durée de stimulus déclencheur de 

l’activation (Block et coll., 2007).  

L’activation peut contribuer à un phénotypes phagocytaires associé à une activation 

transcriptionnelles de NFκB menant à la production et la libération des cytokines pro-

inflammatoire comme les IL-1β, IL-6, IL-23 et TNFα, 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 :  

• La phagocytose : après son activation, la microglie permet l’élimination des 

pathogènes et débris cellulaires qui permet perturber le fonctionnement cérébral. 

Ce processus est majoritairement bénéfique (Napoli & Neumann, 2009). 

• Le stripping des synapses : les microglies peuvent interagir physiquement avec 

les neurones lésés mais agir plus subtilement en supprimant uniquement des 

synapses. On parle de stripping ou de « déshabillage synaptique » (Blinzinger & 

Kreutzberg, 1968). 

• La libération de facteurs : la microglie activée libère un grand nombre des 

molécules qui ont un effet positif ou délétères comme les molécules pro-

inflammatoires TNFα et IL-1β (McCoy & Tansey, 2008;  Kaushal & Schlichter, 

2008). 

• La modulation de l’activité synaptique : ces cellules agissent directement sur 

l’activité synaptique neuronale. Des études ont montré que l’activation de la 

microglie par le LPS augmente la fréquence de courants post-synaptique 

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

 

Les microglies sont des cellules apparentées aux macrophages qui résident dans le 

cerveau et la moelle épinière. Ces cellules agissent en tant que première et principale forme de 

défense immunitaire dans le système nerveux central (SNC). Les microglies éliminent les 

neurones endommagés et les agents infectieux. 

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

dynamique surveillant leur microenvironnement. Elles participent au cours des conditions 
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pathologiques, comme le cas des processus inflammatoires et neurodégénératives, à la défense 

du tissu cérébral et à la réaction inflammatoire en libérant plusieurs facteurs immuno-

modulateurs de ces réactions, d’où l’intérêt de leurs utilisations comme modèle cellulaire pour 

la compréhension de la physiopathologie de nombreuses maladies en raison de leur activation 

rapide en répondant aux nombreux stimuli.   

 

 Peroxysome et stress oxydant  

La découverte des peroxysomes décrivait ce compartiment cellulaire pour la première 

fois comme étant un organite cellulaire contenant la catalase capable de dégrader le peroxyde 

d’hydrogène. Cela indique que les peroxysomes génèrent des espèces réactives de l’oxygène 

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

La cause principale endogène de l’augmentation de la production des ROS comprend 

principalement trois éléments qui sont : (i) l’inflammation, (ii) une concentration élevée de 

H2O2 et (iii) un déséquilibre dans le transfert des électrons dans la chaîne respiratoire 

mitochondriale (Poljsak & Milisav, 2012), ce qui mènent à une contribution active des 

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

Des études ont montré que les peroxysomes hépatiques consomment environ 20% 

d’oxygène et produisent 35% de H2O2 au niveau cellulaire (Boveris, et coll., 1972;  De Duve 

& Baudhuin, 1966). D’autres études indiquent que les peroxysomes peuvent être des 

générateurs du stress oxydant endogène suite à une activation continue du PPARα qui induit 

une surproduction excessive de H2O2 sans augmentation concomitante de l’activité de la 

catalase (Reddy et coll., 1986).  

 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), à l’exemple de l’ACOX1.  

• ACOX1 : Cette enzyme de  la β-oxydation peroxysomale des AG catalyse la réaction 

suivante (Van Veldhoven & Mannaerts, 1999) :  

 

 Acyl-CoA+O2                  trans-∆2-énoyl-CoA+ H2O2  
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Une des propriétés de cette enzyme ACOX1 est l’induction de son expression via 

PPARα, ce qui a pour conséquence l’accumulation de H2O2 (Gonzalez, et coll., 1998;  

Rao & Reddy, 1987). Cette accumulation de H2O2 conduit à l’activation du facteur de 

transcription NF-κB sensible ainsi aux réaction d’oxydoréduction intervenant aussi dans 

de nombreuses mécanismes notamment la croissance, la division cellulaire et 

l’inflammation (Li et coll., 2000).  

D’autres enzymes peroxysomales produisent également du H2O2 :  

• D-amino acide oxydase : 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 (Angermüller & Fahimi, 1988). Elle convertit les acides 

aminés D en leur alpha céto-acides avec libération d'ammoniac et de peroxyde 

d'hydrogène selon cette réaction : 

 

D-acide aminé +O2+ H2O                  2-oxo-carboxylate + NH3 + H2O2 

 

• D-aspartate oxydase : 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 système nerveux centrale. Cette enzyme est présente 

dans les peroxysomes hépatiques, rénaux et cérébraux (Zaar et coll., 2002), elle produit 

le peroxyde d’hydrogène selon la réaction suivante : 

 

 D-aspartate +O2+ H2O                  2-oxaloacétate+ NH3 + H2O2 

 

• L-α-Hydroxy-acide oxydase : cette enzyme se présente sous deux isoformes : (i) 

l’isoforme a se trouve au niveau du foie qui oxyde principalement le glycolate et (ii) 

l’isoforme b dans les reins qui prend en charge l’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 (Angermüller, et 

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

 

(S)-2-hydroxy acid +O2                2-oxo-acide + H2O2 
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• L-pipocolate acide oxydase : une autre flavine oxydase qui se présente dans les 

peroxysomes humains, c’est une enzyme qui catalyse la réaction de conversion de 

l’acide pipécolique en 2,3,4,5-tetrahydropyridine-2-carboxylate et H2O2 selon la 

réaction suivante : 

L-pipécolate +O2                2,3,4,5-tetrahydropyridine-2-carboxylate + H2O2 

L’activité spécifique de la pipécolate oxydase peroxysomale est estimée de 20 à 50 fois 

plus forte dans les reins que dans le foie. L’absence ou la déficience en cette enzyme 

montre l’incapacité des peroxysomes à oxyder son substrat. L’augmentation de la 

concentration de l’acide pipécolique est observée chez les patients atteints du Syndrome 

de Zellweger (Zaar, et coll., 1986). 

• Urate oxydase : c’est une enzyme qui catalyse l’oxydation de l’urate en présence 

d’oxygène produisant le H2O2 et allantoïne. Les humains ont un gène codant l'urate 

oxydase, mais qui n'est pas fonctionnel à cause des mutations non-sens se traduisant par 

l’absence de cette activité enzymatique chez l’Homme. L'urate oxydase se trouve dans 

presque tous les organismes, des bactéries aux mammifères. Il a été proposé que la perte 

de l'expression du gène de l'urate oxydase représente un avantage pour l’Homme, car 

l'acide urique est un puissant antioxydant et piégeur de l'oxygène singulet et des 

radicaux libres. Donc, sa présence protège l'organisme contres des maladies associées 

aux ROS comme le vieillissement. Cette enzyme génère le peroxyde d’hydrogène selon 

la réaction suivante  (Ames, et coll., 1981; Yeldandi et coll., 1991):   

Urate +O2 + 2H2O                allantoïne+ H2O2 + CO2 

• Xanthine oxydase : 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 entraîner des graves lésions 

tissulaires dues à la génération d’O2, des radicaux superoxydes et du peroxyde 

d’hydrogène. Cette enzyme génère le peroxyde d’hydrogène selon la réaction suivante 

(Angermüller, et coll., 1987; Engerson et coll., 1987) :   

Hypoxanthine + 2O2 + 2H2O                xanthine + 2 H2O2  
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• Oxyde nitrique synthase : l’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 

à une réduction de l’activité catalase (Stolz et coll., 2002). La réaction globale que 

catalyse cette enzyme est la suivante :   

2 L-arginine +3 NADPH + 3H+ + 4O2            2 L-citrulline + 2 NO + 3 NADP+ + 4H2O 

 

Tableau 3: Les enzymes peroxysomales contribuant à la production des ROS au cours de leurs 

réactions qui les catalysent chez les mammifères. 
Tableau adapté d’après (Schrader & Fahimi, 2004)   

 

 

 Peroxysomes comme système de défense antioxydant  

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

rétablir l’équilibre redox et maintenir l’homéostasie cellulaire. Parmi ces enzymes 

peroxysomales :  

• Catalase : est largement utilisée comme marqueur peroxysomale. La catalase est l’une 

des protéines peroxysomales les plus abondantes dans les cellules des mammifères. Elle 

contient un signal de ciblage peroxysomale de type PTS1 (Purdue & Lazarow, 1996), 

son rôle prédominant est d’empêcher l’accumulation de H2O2 toxique ; mais, elle peut 

agir comme une oxydase en utilisant O2 lorsque H2O2 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  

Enzyme Substart ROS produit 

Acyl-CoA oxydases

Palmitoyl-CoA oxydase Acides gras à très longue chaîne H2O2

Pristanoyl-CoA oxydase Acides gras à chaîne ramifiée H2O2

Trihydroxycoprostanoyl-CoA oxydase Intermédiaires des acides biliaires H2O2

D-aminoacide oxydase D-Proline H2O2

D-aspartate oxydase D-Aspartate, N-méthyl-D-aspartate H2O2

α-hydroxyacide oxydase Glycolate , lactate H2O2

Acide pipécolique oxydase Acide Pipécolique H2O2

Polyamine oxydase Spermidine H2O2

Urate oxydase Acide urique H2O2

Xanthine oxydase Xanthine O2
-

NO synthase L-arginine NO.
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déficit de consommation du H2O2 extracellulaire (Ho, et coll., 2004). La catalase montre 

une faible affinité pour son substrat H2O2 et nécessite donc des concentrations élevées 

de ce substrat pour fonctionner efficacement.  La catalase est une oxydoréductase 

héminique qui catalyse la dismutation du H2O2 en eau et dioxygène selon la réaction 

suivante :  

2 H2O2                        O2 + 2 H2O 

En plus de H2O2, une variété de substrats tels que l’éthanol et le méthanol, les phénols 

et les nitrites peuvent être métabolisés par la catalase (Oshino, et coll., 1973). 

L’inhibition de l’action de la catalase peut avoir des effets néfastes sur la survie 

cellulaire surtout après une exposition à 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).  

• Glutathion peroxydase : une enzyme localisée au niveau du peroxysome dont la 

fonction biochimique est la réduction le peroxyde d'hydrogène libre en eau et donc 

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

 

 2GSH + H2O2                        GS-SG + 2H2O 

L'intégrité des membranes cellulaires et subcellulaires dépendant fortement de la 

glutathion peroxydase, son système de protection antioxydant dépend fortement de la 

présence de sélénium (Singh, 1996). 

• Superoxyde dismutase : 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 première 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 

diffèrent entre eux par la nature du métal présent au sein du groupe prothétique : Fe-

SOD, Cu/Zn-SOD et Mn-SOD.  

• Peroxyrédoxine 1 : cette protéine antioxydante a une activité de peroxydase, à faible 

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

signalisation cellulaire via le contrôle du taux de peroxyde induit par les cytokines et 
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intervient également dans le processus de différenciation cellulaire (Hofmann, et coll, 

2002). 

 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 l’homéostasie cellulaire. Les preuves des 

interactions physiques entre peroxysome et mitochondrie sont encore assez rares. 

Ces dernières années, il est devenu évident que ces deux organites coopèrent 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 β-oxydation des 

acides gras (Figure 9). 

Chez les mammifères, la mitochondrie et le peroxysome assurent ensemble le métabolisme 

des AG. Bien que les étapes biochimiques soient similaires, chaque organite recrutant des 

enzymes spécifiques. Pour les peroxysomes, cette réaction est assurée par l’ACOX1, l’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 l’ATP, CO2 et H2O (Wanders & Waterham, 2006a). Contrairement aux 

mitochondries, les peroxysomes ne contiennent pas de complexes protéiques de la chaîne 

respiratoire mitochondriale. L’oxydation des AGTLC au niveau des peroxysomes produit le 

H2O2, bien évidement qui est toxique pour la cellule mais qui sert également comme molécule 

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

Des études réalisées chez un modèle de souris déficientes en catalase ont montré une 

réduction des capacités de la chaîne respiratoire mitochondriale au niveau du cerveau des souris 

(Ho et coll., 2004). Dans le même sens, d’autres études ont montré qu’une inhibition totale ou 

partielle de l’activité de la catalase altère l’équilibre Redox mitochondrial, l’activité de la chaîne 

respiratoire mitochondriale et le potentiel membranaire mitochondriale (Ivashchenko et coll., 

2011; Walton & Pizzitelli, 2012; Hwang et coll., 2012). Chez les fibroblastes humains, l’activité 

de la catalase réduite entraîne une augmentation des taux des ROS avec une réduction 

concomitante de l’activité enzymatique mitochondriale (Koepke, et coll., 2008; Legakis et coll., 

2002) . Comme les peroxysomes, les mitochondries jouent un rôle dans la production et le 

métabolisme des ROS. La chaîne respiratoire mitochondriale est le siège principal de la 
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génération des radicaux libre avec un taux de production comparable à celui produit par les 

peroxysomes. Des anomalies dans la machinerie peroxysomale métabolisant ROS peut 

entraîner un dysfonctionnement mitochondriale qui mène à un dommage cellulaire (Figure 10) 

(Baumgart et coll., 2001; Dirkx et coll., 2005) 

 

 

Figure 9: Vue schématique de la relation entre les peroxysomes et les mitochondries. 
Le peroxysome et la mitochondrie présentent une coopération métabolique chez les mammifères. (1) la bêta-

oxydation des acides gras, contribuant à la production de chaleur (2) les deux organites ont une relation sensible 

à l’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’après (Islinger, et coll., 2012). Avec CAT : catalase ; β-ox : β-oxydation ; RC : 

chaîne respiratoire ; AGLC : acide gras longue chaîne ; AGMC : acide gras moyenne chaîne. 

 

Les peroxysomes sont capables de produire des ROS résultant de divers métabolismes 

tels que : l’oxydation les AG, le métabolisme du glyoxylate ou le métabolisme des acides 

aminées. Ainsi une perturbation de l’homéostasie redox peroxysomale peut affecter l’équilibre, 

la structure et la fonction des mitochondries et provoque une augmentation du stress 

mitochondriale. Au niveau peroxysomale, l’excès des ROS en particulier le H2O2 peut 

s’échapper du peroxysome vers le cytosol, entraînant une surcharge pour les mitochondries 
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(Khan et coll., 2015; Sies, 2017). Ces ROS générés à l’intérieure des peroxysomes altèrent la 

respiration mitochondriale ce qui entraînent 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 gène codant 

pour Pex16p, une réduction de la fonction mitochondriale a été décrite (Baumgart et coll., 2001;  

Salpietro et coll., 2015).  

 
Figure 10: Aperçu schématique du stress oxydatif du peroxysome et de son effet sur les 

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

impliquées 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’après (B. 

Wang et coll., 2013). 

 

Des études réalisées chez les souris atteintes de la déficience en Pex5p, Pex5p-/-, 

montrent que l’absence de l’activité peroxysomale altère la production d’ATP mitochondriale. 

Ceci se traduit par l’activation du métabolisme des glucides. Par conséquent, les souris Pex5-/- 

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

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

fonction mitochondriale qui se traduit par des déficits des complexes respiratoires I, III et IV 
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(Peeters et coll., 2015). La communication entre le peroxysome et la mitochondrie consisterait 

dans le transport de solutés très variés qui impliquerait au niveau de la membrane peroxysomale 

un système de pores protéiques 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 MDVs 

peuvent se former à partir des mitochondries et se retrouvent avec une sous-population de 

peroxysomes (Neuspiel et coll., 2008). 

La découverte d’une biogenèse coordonnée des peroxysomes et des mitochondries dans 

certaines conditions démontre que les deux organites partagent les protéines impliquées dans 

ce processus. Chez les mammifères la dynamine GTPase1, DRP1 forme des anneaux 

oligomèriques autours des membranes peroxysomales ou mitochondriales. Les protéines 

membranaires Fis1/Mff agiraient  comme récepteurs de la DRP1 au niveau membranaire 

initiant la construction de la fission de chacun de ces deux organites en réponse à l’hydrolyse 

du GTP (Thoms, et coll., 2009). L’adressage des protéines Fis1/Mff vers les membranes 

peroxysomales et mitochondriales pourrait être soumis à une compétition entre les deux 

organites pour DRP1/Fis1 (Motley & Hettema, 2007; Huybrechts et coll., 2009).  

La perte de fonction de ces protéines de division bloque les fissions peroxysomales et 

mitochondriale et provoque l’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 déficiences 

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 β-oxydation AG à longue chaîne 

mitochondriale, montrant une forte interaction entre les deux organites. Ces études ont montré 

également des anomalies structurales mitochondriales dans les cellules corticosurrénaliennes 

dans un modèle murin de l’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 l’homéostasie cellulaire qui exigerait la présence d’un peroxysome 

fonctionnel pour une mitochondrie fonctionnelle.  
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III. Cactus et extraits  

 Introduction  

Au cours de ces dernières décennies, une grande importance a été accordée pour l’étude 

des substances naturelles issues de certaines matières premières afin d’améliorer le bien-être 

chez l’Homme et de souligner leurs effets bénéfiques dans la prévention de certaines maladies 

notamment les maladies neurodégénératives et le cancer.  

  Le cactus appartient à 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 17ème siècle. Environ 1500 espèces de cactus appartiennent au genre Opuntia et sont réparties 

dans différentes régions du globe (Hegwood, 1990).  Cette plante pousse à l'état sauvage dans 

les régions arides et semi-arides, où la production de plantes alimentaires est généralement très 

limitée. Les conditions climatiques et leur faible demande en eau favorisent l’extension de la 

production de cactus, comme l’a souligné l’Organisation des Nations Unies pour l’alimentation 

et l’agriculture (Barbera, et coll., 1995). 

Toutes les parties de cette plante ont été utilisées dans le domaine de l’agroalimentaire. Les 

cladodes (ou «raquettes ») de cactus sont consommées sous forme de légumes 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 (à 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 l’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 l'hyperglycémie, de l'athérosclérose, du diabète et de l'hypertrophie 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).  
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Figure 11: Photo de la plante d'Opuntia ficus indica. 
 (a) la plante entière, (b) la cladode de cactus, (c) la fleur et en (d) le fruit de cactus.  

 
 

 Composition de cactus   

Au cours de dernières années, les recherches sur le cactus ont démontré ses bienfaits 

grâce à l’étude de sa composition, démontrant la présence de vitamines, de fibres, d’acides 

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

 Les composés phénoliques  

Dans la grande famille des antioxydants, on trouve une variété de composés appelés les 

polyphénols. Ce sont eux que l’on retrouve en majorité dans les fruits, légumes et plantes qui 

contribuent à leurs vertus pour la santé.   

Les polyphénols sont caractérisés, comme l’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 

grâce à leurs effets bénéfiques sur la santé. En effet, leur rôle d’antioxydants naturels suscite de 

plus en plus d'intérêt pour la prévention et le traitement des maladies inflammatoires, 

cardiovasculaires, neurodégénératives et aussi du cancer (Laughton, et coll., 1991).  
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Toutes les parties de cette plante sont riches en polyphénols, tels que les flavonoïdes et 

les acides phénoliques. La distribution de ces composés diffère d’une partie de cactus à 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 à l’ADN (You & Park, 2010). Il 

possède aussi une activité anti-tumorale, antibactérienne et antivirale. La nictoflorine est un 

composé majeur du cladode à raison de 146,5 mg/100 g. La nicotiflorine joue un rôle dans la 

neuroprotection du système 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- (El-Mostafa et coll., 2014)). La peau du fruit de cactus est riche en 

Isorhamnétine ce composé connu par son rôle anticancéreux et anti-inflammatoire par 

l’inhibition des cytokines inflammatoires, des études ont montré une induction de l’expression 

de PPAR-δ (Kim et coll., 2011;  Kim, Choi, & Kim, 2014).  
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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’après (El-Mostafa et coll., 2014) 
 

 
 
 

14,69-137,1

Acide gallique

Coumaric

3,4-dihydroxybenzoïque

4-hydroxybenzoïque

Acide férulique

Acide salicylique

Isoquercétine

Isorhamnetin-3-O-glucoside

Nicotiflorine

Rutin

Narcissine

0,58-3,54

2,29-39,67

4,59-32,21

2,89-146,5

2,36-26,17

0,64-2,37

14,08-16,18

0,06-5,02

0,5-4,72

0,56-34,77
Cladode de 

Cactus 

4,1-6,6

Peau du 

fruit  cactus

Acide phénolique total

Flavonoïde Total

Isorhamnetin

45-700

6,95

0,22

4,32

2,41-91

Kaempferol

Quercétine

Pulpe de 

Cactus 
0,84

50,6

2,7

Acide phénolique total

Feruloyl-Saccharose Isomère 1

Feruloyl-Saccharose Isomère 2Graines de 

cactus

48-89

7,36-17,62

2,9-17,1

12,6-23,4

1,5-2,6

Sinapoyl-diglucoside

Flavonoïdes totaux

Tanins Totaux

glycosides d'isorhamnétine

Kaempferol

Kaempferol 0,78

Fleur de 

Cactus 

Lutéoline

Quercétine 9

Isorhamnetin 4,94

Kaempférol 3-O-Arabinoside 324

Acide phénolique total 218,8

Isorhamnetin 3-O-Galactoside 979

Isorhamnetin 3-O-Glucoside 724

Quercétine 3-O-Glucoside 447

Isorhamnetin 3-O-Robinobioside 4269

Quercétine 3-O-Rutinoside 709

Kaempférol 3-O-Rutinoside 400

Partie de la 

plante 
Composant principal identifié

Quantité en mg 

/ 100g

Acide gallique 1630-4900
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 Les acides gras  

L’analyse des lipides totaux réalisée à partir des extraits des cladodes de cactus montre 

que l’acide palmitique, l’acide oléique, l’acide linoléique et l’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 l’acide linoléique. Ce dernier est connu pour 

ces propriétés contre les maladies cardiovasculaire, inflammatoire et certaines maladies 

métaboliques (Ramadan & Mörsel, 2003; Soel, et coll., 2007).  

 

Tableau 5: Composition en acides gras d'Opuntia ficus indica dans la cladode et l'huile de graine 

de cactus. 
Cette composition est exprimée en g/100g des acides gras totaux. Tableau adapté d’après (El-Mostafa et coll., 

2014) 

 

 

 

 Vitamines  

Il existe des composants qui présentent une grande importance sur le plan nutritionnel, 

tels que les carotènes et les tocophérols (vitamine E) (Psomiadou & Tsimidou, 2001). Les 

tocophérols sont les principaux antioxydants liposolubles localisés dans les membranes 

cellulaires chez l'homme. La carence en ces composés affecte de nombreux tissus chez les 

mammifères. La carence en vitamine E chez l'homme provoque des anomalies du 

développement du système nerveux chez l'enfant et une hémolyse chez l'homme. Des études 

suggèrent 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 

C12:0 1,33 *****

C14:0 1,96 *****

C16:0 13,87 9,32-20,1

C16:1 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 ***** 0-2,58

C22:0 ***** *****

C22:1 ***** *****

C24:0 ***** *****

Acides gras 
Cladode de 

cactus

Graine de 

cactus 
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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 extrêmement élevé 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’après (El-Mostafa et coll., 2014) 

 
 

 Stérols  

Dans une étude menée par l’équipe de Ramadan sur la composition de cactus en stérol 

a montré que le β-sitostérol présente environ 57% du contenu total en stérol majeur dans la peau 

de fruit de cactus (Ramadan & Mörsel, 2003).  Le deuxième composant majeur est le 

campestérol constitue avec le β-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 l'ergostérol sont présents à des 

concentrations plus faibles. Les phytostérols, en général, présentent un intérêt 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). 

 
 
 

 

106 2182 *****

Vitamines 

222 *****

33 174 *****

5 26 *****

***** 44743

***** ***** 0,14

***** ***** 0,6

84,9

12,6

7,9

422

527,4

52,2

*****

*****

56

12β-tocophérol

γ-tocophérol

σ-tocophérol

Totale de la Vitamine E

53,2

34-40

*****

*****

*****

Vitamine K1

Vitamine C

Vitamine B1

Vitamine B2

Vitamine B3

α-tocophérol

Pulpe de 

cactus 

Graine de 

cactus 

Peau de fruit 

cactus 

Cladode de 

cactus

109 *****

***** 0,46

1760 *****
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Tableau 7: Distribution des stérols dans les différentes parties du cactus (Opuntia ficus indica). 
La teneur en stérol est exprimée en g/kg. D’après (El-Mostafa et coll., 2014) 

 
 

 Minéraux et acides aminés  

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 également remarquable (El Kossori, et coll., 

1998). Concernant les acides aminés, c’est le glutamate qui se présente comme élément 

dominant suivi de l’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 à 161 mg/100 g (Tableau 9) (Medina, et coll., 2007;Sawaya, et coll., 

1983). Dans l’ensemble, le fruit est enrichi en acide aminé proline et un autre dérivé d’acide 

aminé, la taurine, Il représente à eux deux 61,78% de la teneur totale en acides aminés (Tableau 

9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

β-Sitostérol 11,2 6,75 21,1

∆5 Avenastérol, ∆7 Avenastérol 1,43 0,29 2,71

 ∆7 Avenastérol ***** 0,05 *****

Ergostérol ***** ***** 0,68
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Tableau 8: Composition minérale des différentes parties du cactus (Opuntia ficus indica). 
 La teneur en minéraux est exprimée en mg/100g. D’après (El-Mostafa et coll., 2014) 

 

 

 
 

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’après (El-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 ***** ***** 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 ***** 152 0,15-2,59

Zinc ***** 1,45 0,08

Cuivre ***** 0,32 *****

Manganèse ***** Trace 0,19-0,29

Principaux composants 

identifiés

Cladode du 

cactus 

Fruit de 

cactus 

Graine de 

cactus 

Alanine 1,25 3,17 4,75

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 α-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
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  Propriétés biologiques et médicales de cactus 

Les extraits d’Opuntia sont utilisés depuis des siècles à des fins nutritionnelles et 

médicales et leur intérêt 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 l'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 

F2α, un isoprostane F2 par la peroxydation de l'acide arachidonique d’après des études menées 

par Budinski et ses collaborateurs (Filip, et coll., 2011). Des études soulignent les propriétés 

antioxydantes et antiathérogènes d’Opuntia (Ayorinde, et coll., 2000). 

La consommation de jus et de fruits d'Opuntia prévient naturellement le stress oxydatif 

et améliore le statut redox chez l’homme (Jabri karoui & Marzouk, 2013). Il est à noter que la 

consommation de figues de Barbarie d'Opuntia améliore également la fonction plaquettaire et 

l'équilibre hémostatique, contribuant ainsi à prévenir le risque d'athérosclérose (Khallouki et 

coll., 2003). 

 Le fruit de cactus contient de l’acide ascorbique, qui assure un bon fonctionnement du 

système immunitaire dans l’organisme. Il contient aussi une quantité importante de calcium 

élément essentiel pour la santé des os. Le cactus peut contribuer aussi à la prévention des 

maladies liées à l’âge comme l’ostéoporose. Les figues de Barbarie ont un niveau élevé de 

flavonoïdes, de polyphénols et de bétalaïnes qui agissent tous comme des composés 

d’antioxydants et neutralisent les radicaux libres qui favorisent des dommages cellulaires avant 

qu’ils ne contribuent à la mutation de cellules saines en cellules cancéreuses. La recherche 

scientifique a attiré l’attention sur un type de pigment dite bétalaïnes connu pour son effet 

antioxydant et anti-radicalaire. Cette bétalaïne 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 régulièrement ces types d’antioxydants 

dans leur alimentation. Les caractéristiques phytochimiques et antioxydantes du Nopal en font 

un bon mécanisme de défense contre les symptômes du vieillissement, l’inflammation et 

certains cancers (du côlon et de la prostate). Des études réalisées sur des cellules intestinales 

épithéliales co-traitées avec IL-1β et l’indicaxanthine (pigment du fruit de cactus) ont montrées 
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l’activation de NO synthase inductible et une réduction de l’expression des prostaglandines, 

des ROS et de la cyclooxygènase-2 (Tesoriere, et coll., 2014). 

Les extraits issues de cactus assurent des activités antimicrobienne, des études dans ce 

sens ont démontré que l’extrait méthanoïque provoque la rupture de la membrane bactérienne 

ce qui génère une augmentation de la perméabilité de la membrane avec la diminution du pH 

et du taux d’ATP (Sánchez, et coll., 2010).  

 

 L’utilisation de la plante de Cactus Opuntia ficus indica  

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 flavonoïdes 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 boîtes 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 crèmes hydratantes et des baumes, leur huile est utilisé comme des préparations 

anti âge et anti rides naturels comme des sérums et crèmes dermiques (Barka, et coll., 2013).    
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IV. Matériel et Méthodes 

 Préparation des extraits issus de la raquette de cactus 

 Récolte 

La plante du cactus Opuntia ficus indica a été récoltée à 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 à 7 km sur la route de Tnine Ouled 

Bouziri, à 400 m d’altitude, une latitude de 32.95° et une longitude de 7.62°. La récolte a été 

effectuée très soigneusement d’une façon à 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 déjà réalisées dans notre laboratoire (El 

Kharrassi et coll., 2016) (ElKharrassi, et coll., 2015).  

 

 Séchage 

La partie de la plante Opuntia ficus indica qui est les raquettes ont été lavées à l’eau distillée, 

séchées dans l’étuve à 50°C sous ventilation pendant 48 heures avec la vérification de la 

stabilité du poids de la matière au cours de séchage. La matière sèche est broyée délicatement 

en poudre très fine. La poudre de la raquette de cactus est gardée à l’abri de lumière et 

l’humidité. 

 

 Préparation des différents extraits 

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 à savoir : l’hexane (indice de polarité 0), le n-butanol (indice 

de polarité 4), le chloroforme (indice de polarité 4.1) et l’acétate d’éthyle (indice de polarité 

4.4). 

Quarante grammes de la poudre des raquettes de cactus ont été mélangés solution de 

méthanol à 80% (environ 400 ml), puis, une macération à froid à 4°C pendant 48 heures a été 

réalisée. Après cette étape de macération, le mélange a été filtré et le filtrat a été recueilli.  

Dans une ampoule à décanter contenant le filtrat, nous avons ajouté de l’hexane (v/v). Après 

avoir bien mélangé, la suspension est mise à décanter jusqu’à la séparation des deux phases. La 

fraction hexanique a été récupérée dans un flacon en verre fermé et gardé à 4°C à l’obscurité. 
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Ensuite, un volume de chloroforme (v/v) a été ajouté à la deuxième phase gardée dans 

l’ampoule à décanter et l’étape précédente a été répétée. La fraction chloroformique a été 

récupérée. Les mêmes étapes d’extraction ont été réalisées pour l’acétate d’éthyle et pour le 

butanol.  

À l’issue de ces extractions, quatre extraits différents ont été obtenus à 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 à 50%. L’ensemble de ces différents extraits finaux ont été gardé, jusqu’à leur 

utilisation, à 4°C et à l’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 à 80% et se 

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

Les cellules BV-2 dérivent des cellules murines microgliales immortalisées par l’oncogène 

v-raf/v-myc et sont fréquemment utilisée pour se substituer à la culture de cellules microgliales 

primaires (Banca-Biologica e Cell Factory ; catalogue no. ATL03001). Les cellules BV-2 sont 

ensemencées à une densité de 120 000 cellules par puits en plaque 12 puits et 3*106 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 fœtal « décomplémenté » (chauffé pendant 30 minutes à 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 « décomplémenté » pendant 

30 minutes au bain marie à 56°C pour tous les milieux de culture. Les cultures BV-2 sont 

maintenues à 37°C dans une atmosphère humide avec 5% CO2. 

Après la mise en culture, les cellules arrivent à confluence (un tapis cellulaire qui occupe 

environ 90% de la surface de la boite culture), les BV-2 sont récoltées après incubation avec 

une solution de trypsine à raison de deux fois par semaine. Les cellules sont décollées grâce à 

l’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 à 

37°C pendant 2 min. Une fois les cellules décollées du fond du puits, du milieu de culture est 

ajouté pour inhiber l’action de la trypsine. La suspension cellulaire est centrifugée à 200 g 

pendant 5 minutes. Après élimination du surnageant, le culot cellulaire est repris dans du milieu 

frais DMEM complet.  

 

 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 conservé, 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 à 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.   

 

 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 après un traitement des cellules. Ce 

test donne également une indication sur l’activité mitochondriale, il consiste à mesurer l’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 être quantifiée à une longueur d’onde de 595 nm dans 

un spectrophotomètre. Cette réduction du MTT a lieu quand les déshydrogénases 

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 être apprécié 

selon une courbe dose-réponse.  

Après 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 à raison de 2 ml/puits pendant 3 h à 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 à 100% sous une agitation douce pendant 10 minutes. Enfin, 

l’absorbance a été mesurée à une longueur d’onde de 595 nm à l’aide d’un spectrophotomètre 

lecteur de plaque. L’activité de la succinate déshydrogénase est déterminée par rapport à celle 

des cellules contrôles. 

 

 Mesure de l’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 l’adhérence cellulaire et de la viabilité au cristal 

violet consiste à marquer les cellules vivantes et qui restent adhérentes après avoir éliminés les 

cellules mortes non adhérentes.  

Après 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 µl de DPBS. 
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Ensuite, une solution de cristal violet (Sigma Aldrich) est alors ajoutée en raison de 250µl /puit, 

les cellules sont incubées à la température de 37°C pendant 5 minutes. Après incubation, 3 

lavages sont réalisés avec 500 µl de l’eau distillée afin d’éliminer l’excès de cristal violet. Le 

tapis cellulaire est alors séché, puis incubé sous agitation pendant 10 minutes dans une solution 

de dissolution à base de citrate de sodium 0,1 M dans de l’éthanol 50%. Enfin, le cristal violet 

présent dans les cellules est ainsi dissout et l’absorbance est mesurée à une longueur d’onde de 

570 nm. 

 

 

 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 l’oxydation de 

L’arginine en N-hydroxyarginine, puis de celle-ci en NO. Cette réaction d’oxydation mène à la 

formation du NO- qui ensuite réagit avec l’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.  

 
Figure 13: Figure montrant l'un des mécanismes proposés pour l'oxydation de la N-hydroxyarginine 

(NOHA) menant à 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’oxygène. 

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’après (Sennequier et coll. 1998). 

 

Après 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 

(NaNO2) allant de 100 µM jusqu’à 0,39 µM est préparée. Dans une plaque de 96 puits, 50 µl 

de chaque dilution de gamme, 50 µl du surnageant cellulaire sont déposés. Un volume de 50 µl 

du réactif de Greiss (Sigma Aldrich) est ajouté dans chaque puit. La plaque est ensuite incubée 
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à l’obscurité et à la température ambiante pendant 30 minutes. Enfin, l’absorbance est lue à une 

longueur d’onde de 540 nm. 

 

 Préparation des lysats cellulaires 

 Extraction des protéines  

Les protéines sont extraites à partir des cellules suite aux différents traitements réalisés. 

Pour cela, les cellules sont récoltées après trypsination, dans un volume de 500 µl après lavage 

au PBS sans KCl (1X) (composé de : NaCl 137 mM, NaHPO4 10 mM et KH2PO4 1,76 mM) 

puis récupérées par une centrifugation de 10 minutes à 200 g. 

L’intégralité du surnageant de lavage est éliminée de façon à obtenir un culot cellulaire sec 

(ce dernier peut alors être congelé à -20°C avant la lyse). La lyse des culots secs pour extraire 

les protéines est réalisée avec un tampon RIPA composé de Tampon phosphate 25 mM pH 7,4, 

NaCl  150 mM, SDS 0,1 %, 1% sodium déoxycholate à 10%, NP-40 1%. La lyse est réalisée 

dans la glace, après une minute d’homogénéisation par un homogénéiseur à microtubes 

(Dominique Dutscher), en incubant les cellules avec le tampon RIPA pendant 30 minutes. Les 

lysats sont ensuite centrifugés 20 minutes à 12000 g à 4°C pour éliminer les débris cellulaires. 

Le surnageant contenant les protéines est récupéré dans de nouveaux tubes qui peuvent être 

stockés à -80°C pour une utilisation ultérieure.  

Remarques : À cette étape, les lysats cellulaires doit directement être utilisé pour la mesure 

de l’activité ACOX1 et conservé par la suite à -80°C pour les manipulations ultérieures. Les 

lysats cellulaires doivent être gardés dans la glace durant toute la manipulation.  

 

 Dosage des protéines   

La concentration en protéines totales des extraits cellulaires a été déterminée grâce au kit 

BCA (Sigma Aldrich). Ce kit permet le dosage des protéines en utilisant l’acide 

Bicinchoninique. Ce dernier est un composé coloré qui réagit avec les ions Cu(I) qui 

proviennent de la réduction des ions Cu(II) par les protéines. Ainsi, plus la concentration de 

protéines est élevée et plus l’absorbance du BCA est importante.  

Le dosage est réalisé en plaque 96 puits avec 2,5 µL d’échantillon du lysat cellulaire 

auxquels sont ajoutés 22,5 µL d’eau distillée, 200 µL d’un mélange BCA/Cu(II) (50/1) est 

ajouté dans chaque puits. Une gamme d’étalonnage est préparée à partir d’une solution de sérum 

albumine bovine (BSA) allant de 0 à 25 µg de protéines par puits (le blanc étant remplacé par 
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de l’eau milli-Q). La plaque est incubée 30 minutes à 37°C puis l’absorbance du BCA est lue à 

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

 

 Le fractionnement subcellulaire complet des cellules  

  Le fractionnement subcellulaire consiste à séparer les différents compartiments 

cellulaires à partir d’un homogénat cellulaire ou tissulaire. C’est un protocole réalisé en deux 

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

 

 L’homogénéisation 

La première est une étape d’homogénéisation qui consiste à 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 particulière l’appareil de 

Golgi et le réticulum endoplasmique vont être 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 l’homogénat en fonction de la 

taille et de la densité de ses organites qui les constituent. Pour se faire, l’homogénat est 

centrifugé par centrifugation différentielle permettant l’obtention de différentes fractions 

successivement à 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 prélevé 

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 brièvement à 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 l’effet de la force 
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centrifuge, les différents organites cellulaires sédimentent migrent dans le gradient jusqu’à 

atteindre une densité d’équilibre équivalente à leur propre densité (Figure 14).  

 

Figure 14: Figure qui montre en (A) la structure de Nycodenz, dérivé de l'acide tri-iodobenzoïque. 

(B) images des fractions dans un tube à centrifuger après centrifugation. 

 

 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 dm²/boite) à 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 à 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 à température ambiante 

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

o Ajouter 800 µl du tampon A par boite de Pétri 

o Décoller les cellules avec un grattoir (avec des mouvements de haut en bas, 

de gauche à droite)  

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

grattoir avec 1 ml du tampon A  

A 
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o Homogénéiser les cellules BV-2 par 20 passages du piston A dans le 

Dounce.  

o Centrifuger 10 minutes à 1000 g et à 4°C dans un tube de 15 ml. (Selon le 

volume de la suspension cellulaire, voir le tableau 10.  

o Transférer le surnageant E1 par décantation minimale dans un tube de 15 ml 

taré et garder le tube dans la glace.  

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

o Ré-homogénéiser le culot par 20 passages au piston A dans le Dounce Tight. 

o Centrifuger à 1000 g et à 4°C. (le temps de la centrifugation dépend du 

volume de la suspension cellulaire, voir le tableau 10.  

o Transférer le surnageant E2 par décantation minimale dans le tube de 15 ml 

contenant déjà le surnageant E1. Noter le poids total de la fraction et prélever 

500 µl de cette fraction E pour les dosages et garder les tubes dans la glace.  

o Re-suspendre le culot N et noter le poids de la fraction.  

o Centrifuger la fraction E (E1+E2) à 5862 g (8000 rpm) à 4°C dans des tubes 

rigides opaques à parois épaisses (en copolymère de polypropylène, 

Dominique Deutscher) compatible avec le rotor 70-Ti. (le temps de la 

centrifugation dépend du volume de la suspension cellulaire, voir le tableau 

10. 

o Transférer le surnageant par décantation minimale dans un tube rigide.  

o Re-suspendre le culot avec une baguette en verre dans 2 ml de volume final 

du tampon A glacé.  

o Centrifuger la fraction pendant 2’24’’à 5862 g (8000 rpm) pour obtenir la 

fraction M. 

o Après une décantation minimale du surnageant, re-suspendre le culot à la 

baguette de verre dans du tampon A glacé. Noter le poids et garder la fraction 

dans la glace.  

o Centrifuger le surnageant LPS à 46 000 g (25000 rpm) et à 4°C. (le temps 

de la centrifugation dépend du volume de la suspension cellulaire, voir le 

tableau 11. 

o Transférer le surnageant après une décantation maximale dans un tube 

rigide.  

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

glacé.  
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o Centrifuger la fraction pendant 2’52’’ à 46 000 g (25000 rpm) pour obtenir 

la fraction L.  

o Resuspendre le culot L à la baguette dans du tampon A glacé. Noter le poids 

et garder la fraction dans la glace.  

o Centrifuger le surnageant PS pendant 45 minutes à 90100 g (35000 rpm) à 

4°C pour obtenir la fraction P. 

o Transférer le surnageant par décantation maximale dans un tube de 15 ml 

taré et noter le poids de la fraction S et garder-la dans la glace.  

o Re-suspendre le culot dans du tampon A glacé, noter le poids de la fraction 

P et garder-la dans la glace.  

o Doser les différentes enzymes marqueurs des différentes fractions.  

 

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

volume. 

 

 

 

 

 

 

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

vitesses de centrifugation. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Volume de la suspension 

dans le tube 

Temps de la centrifugation à 

1000g 

7 ml 9 minutes 16 secondes 

6 ml 9 minutes 01 secondes 

5 ml 8 minutes 31 secondes 

4 ml 8 minutes 01 secondes 

3 ml 7 minutes 47 secondes 

2 ml 7 minutes 32 secondes 

Volume de la 

suspension 

dans le tube 

Le temps de la 

centrifugation à 5862 g 

(8000 rpm) 

Le temps de la 

centrifugation à 46000 

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 

2,2 ml 2 minutes 30 secondes 2 minutes 56 secondes 

2,3 ml 2 minutes 33 secondes 2 minutes 59 secondes 

2,4 ml 2 minutes 36 secondes 3 minutes 02 secondes 

2,5 ml 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 

3 ml 2 minutes 55 secondes 3 minutes 16 secondes 
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À l’issue de cette manipulation, 6 fractions ont été obtenues dites ENMLPS qui sont les 

suivantes :  

Fraction E : Extrait de l’homogénat totale  

Fraction N : Fraction Nucléaire enrichie en noyaux et cytosquelette 

Fraction M : Fraction Mitochondriale lourde enrichie en mitochondrie 

Fraction L : Fraction Mitochondriale légère enrichie en lysosome et peroxysome 

Fraction P : Fraction microsomale contient réticulum endoplasmique (microsomes), 

appareil de Golgi et ribosomes. 

Fraction S : Fraction soluble qui contient composant hydrosoluble du cytosol 

 

 Préparation des peroxysomes 

La fraction « L » issue de fractionnement cellulaire des BV-2 est déposée sur un gradient 

discontinu de Nycodenz (environ 700 µl), la solution commerciale de Nycodenz a été utilisée 

à deux densités 1,07 et 1,28.  L’ultracentrifugation est effectuée dans un rotor vertical SW55-

Ti à 150 000 g (39 000 rpm) pendant 3 heures.  

À la fin de la centrifugation les fractions sont collectées dont le volume, l’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 à 13 fractions.  

a) Le calcul de la fréquence de chaque fraction 

La densité (ρ) de chaque fraction est déterminée par un réfractomètre, l’indice de réfraction 

(η) est utilisé dans le calcul de la densité des solutions de Nycodenz, selon la relation donnée 

par le fabricant. Cette relation est la suivante :  

ρ = 3,242 η – 3,323 

La fréquence moyenne de chaque fraction : Q/Q. . Q représente l’activité mesurée 

dans la fraction, Q l’activité totale récupérée et  l’incrénent de densité entre les limites 

supérieures et inférieures de la fraction. 

 Dosage des protéines  

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 à 595 nm, contre une gamme de BSA allant de 0 μg à 80 μg/puits (le volume 

final de chaque essai est de 1 ml comprenant 200 μl de réactif de Bradford, 10 μl de fraction, 

qsp 790 μl d’eau ultra pure). Le blanc a été réalisé avec 200 μl de Bradford auxquels sont ajoutés 

800 μl d’eau ultra pure. 
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 Mesure des activités enzymatiques  

 Mesure de l’activité enzymatique de l’acyl-CoA oxydase 1 (ACOX1) par 

dosage fluorimétrique 

Cette méthode, très sensible, repose sur la mesure indirecte de l’activité enzymatique car 

elle repose sur la mesure de la fluorescence émise à 420 nm par un composé fluorescent excité 

à 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’H2O2 produite lors de la 

réaction de β-oxydation catalysée par l’ACOX1 et deux molécules d’acide homovanillique 

(HVA) (Brocard et coll., 1993).  

 

 
Figure 16: La réaction enzymatique utilisée pour mesurer l’activité de l’ACOX1 en présence 

d’acide homovanillique et de peroxydase. 
Le substrat, l’acyl-CoA, est oxydé par l’ACOX1 générant le 2-trans-énoyl-CoA correspondant et une molécule 

d’H2O2. L’H2O2 réagit avec la peroxydase en présence de deux molécules de HVA ce qui mène à la production 

des composés fluorescents qui sont détectés à une longueur d’onde de 420 nm. 

 

Dans un premier temps, une gamme étalon d’H2O2 de 0 à 5 μM a été réalisée en préparant 

un milieu réactionnel composé de tampon Tris HCl 1M pH 7,8, d’acide homovanillique 27 mM, 

de peroxydase de radis noir (Horse Raddish Peroxidase, HRP) 1 mg/ml et Triton X-100 10%. 

La réaction est déclenchée par l’addition des solutions d’H2O2 de concentration connue. Le 

volume réactionnel final est de 200 μl. La mesure de la fluorescence à 420 nm de chaque 

solution d’H2O2 après réaction permet de tracer une droite d’étalonnage de la fluorescence en 

fonction de la concentration en d’H2O2. 

 Dans un deuxième temps, la mesure de l’activité ACOX1 a été réalisée en utilisant le même 

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 l’addition de 10 μl 

d’extrait cellulaire. La cinétique d’apparition de la fluorescence est mesurée à 420 nm toute les 

30 secondes durant 120 cycles (cinétique de 60 minutes) grâce à un fluorimètre à plaques 

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

de l’ACOX1 est exprimé en µM de H2O2 consommé par minute par milligramme de protéine.  

 

 Mesure l’activité enzymatique de l'oxydation de palmitoyl-CoA insensible 

au cyanure  

L’activité enzymatique de l'oxydation de PCoA insensible au cyanure est une autre méthode 

pour mesurer l’activité de l’acyl-CoA oxydase 1.  

(L’ion de cyanure est un poison cellulaire puissant de la chaîne respiratoire, il inhibe la ré 

oxydation du cytochrome C (ou le complexe IV), ce qui privera le complexe III de son 

coenzyme et donc l’inhibition de son activité enzymatique, par manque de coenzyme QH2, les 

enzymes utilisent moins de NADH et succinate et donc les complexes I, III et IV seront moins 

actifs.  L’inhibition de l’activité d’un seul complexe parmi les cinq provoque l’inhibition de 

toute la chaîne respiratoire mitochondriale) 

En effet, cette activité repose la capacité d’un extrait à 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 l’activité L-3-hydroxyacyl-CoA 

déshydrogénase de l’enzyme bifonctionnelle (L-BPE, deuxième enzyme de la β-oxydation 

peroxysomale, Figure 7 p.49) utilisant le NAD+ comme cofacteur qui sera réduit en NADH,H+. 

L’ACOX1 étant l’enzyme cinétiquement limitante de la voie de β-oxydation peroxysomale, la 

vitesse de réduction du NAD+ par la L-BPE sera celle de l’oxydation du PCoA par l’ACOX1. 

La réduction de NAD+ est suivie par la mesure de l’absorbance à 340 nm dans un volume 

réactionnel de 500 µl : 25 µl de lysat de cellules BV-2 ont été pré-incubés à 37 ° C avec un 

mélange de 450 µl contenant du tampon phosphate 50 mM, pH 7,4, du DL-dithiothréitol (DTT) 

12 mM, de la BSA  200 µg/ml,  de la β-nicotinamide adénine dinucléotide hydratée (NAD+)  

0,2 mM et du cyanure de potassium 1 mM préparé extemporanément. La réaction est initiée par 

l'addition de 25 µL de PCoA 50 mM (tous les réactifs provenaient de Sigma-Aldrich). 

La cinétique de la réduction du NAD+ est suivie par spectrophotométrie à 340 nm pendant 

20 min à 37 ° C. La vitesse initiale de la réaction est exprimée en μmol/min de NAD+ réduit et 

rapportée à la masse de protéine en mg (activité spécifique). 
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 Mesure directe de l’activité enzymatique de la catalase  

L’activité enzymatique de la catalase, correspondant à la dismutation du substrat H2O2 

(peroxyde d’hydrogène) en eau et en dioxygène (Figure 17), est mesurée en suivant la 

diminution de l’absorbance à 240 nm par spectrophotométrie.  

 

Figure 17: La réaction enzymatique de la dismutation de l’H2O2 catalysée par la catalase. 

La préparation d’une solution fraîche d’H2O2 400 mM est réalisée à partir de la solution 

commerciale à 30% (p/p) dans l’eau (sigma-Aldrich). La disparition de l’H2O2 est suivie dans 

un volume final de 200 µl contenant 190 µl de mélange réactionnel (Tris-HCl 1 M, pH 7, H2O2 

20 mM) et 10µl du lysat cellulaire (dilué si nécessaire). La cinétique de disparition de l’H2O2 

est mesurée en suivant l’absorbance à 240 nm durant 2 minutes (40 cycles avec un intervalle 

de 3 secondes chacun) grâce à un spectrophotomètre à plaques (Fluorimètre/ luminométre 

Infinite M200 pro, TECAN). Enfin, la vitesse initiale de la réaction est déterminée à partir des 

courbes cinétiques et le calcul de l’activité spécifique de la catalase est exprimé en µM d’H2O2 

consommé par minutes par milligramme de protéine. 

 

 Mesure de l’activité enzymatique de la catalase par la méthode au KMnO4  

C’est une méthode de mesure d’activité enzymatique en point final. Le principe est de 

mesurer la concentration finale d’H2O2, après action de la catalase, par sa réaction avec du 

KMnO4. En effet, le permanganate de potassium, de couleur violette, est oxydé en dioxyde de 

manganèse incolore par l’H2O2 selon la réaction présentée dans la Figure 18. La concentration 

de KMnO4 restant après réaction totale de l’H2O2 est calculée à partir de la mesure de son 

absorbance à 480 nm. 

 

Figure 18: la réaction enzymatique de l'oxydation de KMnO4 par le H2O2 

Pratiquement la réaction est suivie dans volume de 200 µl contenant 10 µl du lysat cellulaire 

auquel 30 µl de la solution fraîchement préparée de H2O2  à 7,3 mM est ajoutée. Le mélange est 

ensuite incubé 3 minutes, temps correspondant à la dégradation de l’H2O2 par la catalase 
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contenue dans le lysat cellulaire. La réaction est arrêtée avec 20 µl d’acide sulfurique 6N. 

Ensuite, 140µl d’une solution de KMnO4 à 2mM est préparée, placée dans l’injecteur du 

spectrophotomètre à plaques (Fluorimètre/ luminométre Infinite M 200 pro TECAN) pour 

suivre l’oxydation de KMnO4 par le H2O2 restant dans l’essai. 

 L’oxydation de KMnO4 est une réaction rapide. Cette réaction d’oxydation est 

proportionnelle à l’activité de la catalase.  

Enfin, l’activité spécifique de la catalase est exprimée en µM d’H2O2 consommées par 

minutes par milligramme de protéine. 

 

 Mesure de l’activité enzymatique de la β-galactosidase 

L’activité β-galactosidase, utilisée comme marqueur cytoplasmique lors du 

fractionnement cellulaire, est mesurée avec le 4-Méthylumbelliferyl β-D-galactopyranoside 

(MUG) comme substrat en point final (Peters, et coll., 1972). L’hydrolyse du MUG par la β-

galactosidase libère du galactose et le composé fluorescent 4-méthylumbelliferone (excitation 

à 372 nm et émission à 450 nm).  Pratiquement, 10 µL des dilutions des différentes fractions 

ENMLPS et du gradient Nycodenz, sont incubées avec 90 µl 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 

mère préparée dans le DMSO). Les différents essais ont été incubés pendant 1 heure pour les 

fractions ENMLPS et 3 heures pour les fractions du gradient dans un bain-marie à 37°C. Après 

le temps d’incubation, la réaction est arrêtée 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 à une longueur d’onde de 450 nm.  

 Mesure de l’activité enzymatique de la β-hexoaminisidase 

L’activité β-hexoaminosidase, utilisée comme marqueur lysosomal lors du 

fractionnement cellulaire, est mesurée avec la 4-Méthylumbelliferyl N-acetyl-β-glucosaminide 

comme substrat en point final (Peters et coll., 1972). L’hydrolyse de ce substrat par la β-

hexoaminosidase libère du N-acetyl-β-glucosaminide et le composé fluorescent 4-

méthylumbelliferone (excitation à 372 nm et émission à 450 nm). Le protocole réactionnel est 

le même que celui de l’activité β-galactosidase (chapitre IV.I.5), avec le 4-MU-N-acetyl-β- D 

glucosaminide 5 mM préparé dans le DMSO. 
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 Mesure de l’activité enzymatique de la Cathepsine-C 

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 libère le dipeptide H-Gly-

Arg et le composé fluorescent 7-amido-4-méthylcoumarine (excitation à 350 nm et émission à 

450 nm). Le protocole réactionnel est le même que celui de l’activité β-galactosidase (chapitre 

IV.I.5), le substrat et son activateur préparé comme suit : le substrat H-Gly-Arg-AMC 

fraîchement préparé 50 mM dans du tampon acétate 1 M pH 5. L’activateur est la 

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

 

 Mesure de l’activité enzymatique du cytochrome C oxydase 

La cytochrome C oxydase est une protéine mitochondriale constituant le complexe IV. Le 

dosage de son activité va donc donner une indication sur l’enrichissement des fractions en 

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

 

         

   Cytochrome C (réduit) + ½ O2 → Cytochrome C (oxydé) + H2O 
 

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

Le dosage consiste donc à suivre la disparition du cytochrome C réduit par la mesure de 

de son absorbance à 550 nm, la vitesse de diminution de l’absorbance étant proportionnelle à 

l’activité du complexe IV (Della Valle et coll., 2011; Leighton et coll., 1968) . 

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

du cytochrome c oxydase 22 µM 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 l’activité se fait par l’addition de 50 µl de chaque fraction à une cuve 

préalablement remplie avec 1 ml de mélange réactionnel (cytochrome réduit à 90%). Ensuite, 

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

 

 Mesure de l’activité enzymatique de l’α-glucosidase alcaline  

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

4-MU-α-D-glucopyranoside comme substrat à 5 mM, suit le même principe et le même 
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protocole que le dosage des enzymes marqueur des lysosomes (chapitres IV.I.6 et IV.I.7 , p.101) 

(Peters et coll., 1972).  

 

 Mesure de l’activité enzymatique de la dipeptyl peptidase ІІІ (DPP ІІІ) 

L’activité DPP ІІІ, portée par une métallopeptidase, est utilisée comme marqueur du 

cytosol lors du fractionnement cellulaire. Cette activité enzyme présente une activité maximale 

à un pH compris entre 7,5 et 9,5. Le substrat utilisé est l’H-Arg-Arg-7-amido-4-

methylcoumarin (H-Arg-Arg-AMC) (Peters et coll., 1972). L’hydrolyse de ce substrat par la 

DPP III libère le dipeptide H-Arg-Arg et le composé fluorescent 7-amido-4-méthylcoumarine 

(excitation à 350 nm et émission à 450 nm). Le protocole réactionnel est le même que celui de 

l’activité de la cathepsine-C (chapitre IV.I.7, p.102), avec le substrat H-Arg-Arg-AMC  250 

µM préparé dans du tampon Tris-HCl  0,5M, pH 8. 

 

 Western-blot  

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 à partir des cellules  

Les protéines sont extraites à 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 

Étant donnée la faible concentration en protéines (1 à 3 µg /µl) dans les fractions ENMLPS 

issues d’un processus de fractionnement subcellulaire complet des cellules BV-2, une 

précipitation des protéines est une étape. 

Après avoir réalisé un dosage des protéines des différentes fractions par la méthode de 

Bradford, le volume de chaque fraction correspondant à une quantité de 50µg (quantité qui doit 

être 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 (l’acétone est pré-incubé 

pendant 24h à -20°C). Le mélange est alors fortement agité (vortex) pendant 3 minutes et incubé 

1h30 à -20°C. Ensuite, le mélange est centrifugé à 20000 g pendant 20 minutes à 4°C. Le 

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

être utilisée ou congelés à cette étape.  

 

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

PAGE (PolyAcrylamid Gel Electrophoresis) 

Les échantillons sont préparés de façon à déposer le même volume dans tous les puits ainsi que 

la même quantité de protéines. Les échantillons protéiques issue des lysats cellulaires sont 

préparés avec du tampon dénaturant (Tris HCl 250 mM, pH 6,8, glycérol 40%, β-

mercaptoéthanol 20%, SDS 10%, quelques cristaux de bleu de bromophénol), un volume de 

l’échantillon contenant les protéines (50 µg) et un volume d’eau ultra pure pour ajuster tous les 

tubes au même volume final. Les échantillons peuvent être congelés à cette étape. Un gel de 

séparation de 8 à 14% (selon le poids moléculaire de la protéine cible) 

d’acrylamide/bisacrylamide (rapport : 37,5/1) et d’épaisseur 1 à 1,5 mm est d’abord coulé puis 

un gel de concentration de 4% est coulé dans un système d’électrophorèse (BioRad). Les 

cinquante microgrammes de protéines sont déposés et concentrés dans le gel de 4% (Tris HCl 

125 mM, SDS 0,1%, acrylamide/bisacrylamide 4%, pH 6,8) à 75V, puis séparés à 150V dans 

le gel de séparation (Tris HCl 375 mM, pH 8,8, SDS 0,1%, acrylamide/ bisacrylamide 8 à 14%). 

Après leur séparation, les protéines sont transférées sur membrane PVDF (Biorad) en milieu 

liquide dans un tampon de transfert (Tris base 50 mM, acide borique 50 mM) sous l’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 l’anticorps. Les membranes sont 

rincées trois fois pendant 5 minutes à 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 à chaque 

fois avec du PBS1X puis incubées pendant 1 heure en présence de l’anticorps secondaire couplé 

à la peroxydase HRP (Santa Cruz) dilué au 1/10000 dans PBS1X tween-20 0,1% lait 5%. Après 

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 à 30 minutes avec l’appareil ChemiDoc 
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XRS+ (BioRad) et pour certaines protéines, l’analyse de densitomètre 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 même 

membrane (cas de la β-actine par exemple pour normaliser le signal). Dans ce cas, les 

membranes déjà utilisées, sont incubées ainsi avec un tampon acide de «stripping» (glycine- 

HCl 25mM pH=2, SDS 1%,) (permettant de dissocier l’anticorps primaire de son antigène) 

pendant 30 minutes à température ambiante sous agitation. Après trois lavages de 5 minutes 

dans du PBS1X tween-20 0,1%, les membranes sont à nouveau saturées pour y être incubées 

de nouveau avec d’autres anticorps primaires. 

 

 RT-qPCR 

a) Extraction des ARN à 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 à 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 à 8000g. 

Cette étape permet de retenir les ARN dans la colonne. Deux lavages des colonnes sont 

effectués avec le tampon RW1 puis centrifugé 30 secondes à 8000g. Un nouveau lavage est 

réalisé avec le tampon RPE (avec une centrifugation de 30 secondes à 8000 g pour laver la 

colonne). La colonne est ensuite séchée par une centrifugation de 1 minute à 12000g puis cette 

dernière est placée dans un nouveau tube Eppendorf. Un volume de 30 µL d’eau ultra-pure 

(RNAse free) est ajouté dans la colonne puis une centrifugation d’une minute à 8000 g permet 

de récupérer les ARN totaux. Les ARN peuvent alors être congelés à -80°C. 

 

b) Extraction des ARN à partir des tissus 

L’extraction d’ARN à 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 

à une température (15 à 30°C), cette étape permet la dissociation complète des complexes de 
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nucléoprotéines. Ensuite, 200 µl de chloroforme est ajouté, le mélange est mélangé par vortex 

pendant 15 secondes, et incubé pendant 15 minutes à la température ambiante.  Une étape de 

centrifugation à 12000 g pendant 15 minutes à 4°C est réalisée. La phase aqueuse (surnagent) 

qui correspond à l’ARN est transférée dans un nouveau tube. 500 µl d’isopropanol est ajouté, 

le mélange est incubé à la température ambiante pendant 10 minutes et centrifugé à 12 000g 

pendant 10 minutes à 4°C.  Le précipité d'ARN forme un culot au fond du tube, le culot est lavé 

avec 1 ml d'éthanol à 75% puis centrifugé à 12000 g pendant 15 minutes. L’ARN forme un 

visible granulé blanc. Le surnagent est retiré, et l’ARN est repris dans 50 µl de RNAase-free 

water. Enfin, l’ARN est conservé à -80°C.  

 

c) Dosage des ARN  

Les extraits d’ARN doivent être dosés au préalable pour pouvoir faire la RT-qPCR. Pour 

cela, 2 µL d’échantillons sont placés sur le dispositif TrayCell (Hellma) et la densité optique 

(DO) est lue à 260 nm et 280 nm par le spectrophotomètre (UV-1800, Shimadzu). Le rapport 

DO 260 nm / DO 280 nm doit être 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 à 260 nm permet de calculer la 

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

   

d) Reverse Transcription (RT) des ARNm 

Afin de pouvoir quantifier les ARNm par qPCR, ces derniers doivent être rétro-transcrits 

en ADN complémentaires (ADNc). Pour cela, après avoir dosés les ARNs originaux, La RT est 

réalisée avec le kit GoTaq® 2-Step RT-qPCR System (Promega) selon les instructions fournies 

du fabricant. Pour chaque condition on a : 5 µg d'ARN, 1µL de Primer Oligo (dT)15, 1 µL 

Random Primer et qsp 10µl de l’eau ultra pure (Nuclease Free Water). Ensuite, le volume est 

apporté à 20 µL en ajoutant 10µl d’une mixture contenant : 1,5µl Nuclease Free water, 4µl 

GoScriptTM 5X Reaction Buffer, 2µl MgCL2 à 25mM, 1µl PCR Nucleotide Mix, 0,5µl 

Recombinant RNasine® Ribonuclease Inhibitor et 1µl de GoScriptTM Reverse Transcriptase. 

Les échantillons sont alors chauffés 5 minutes à 25°C puis 1 heure à 42°C (température de 

réaction de la RT) et 15 minutes à 70°C (destruction de l’enzyme). Les ARN sont alors rétro-

transcrits en ADNc et peuvent être stockés à -20°C jusqu’à l’utilisation ultérieure. 

 

e) Réaction de polymérisation en chaîne en temps réel : qPCR 

Le principe de la réaction de la PCR quantitative repose sur la quantification du niveau 

d’expression d’un gène donné, après transcription reverse de l’ARNm en ADNc et une réaction 
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de PCR grâce à la fluorescence émise par fluorophore qui s’intercale entre les brins de l’ADN 

néosynthétisé au cours de cette réaction de PCR. Le fluorophore utilisé au cours de cette 

réaction est le SYBR® Green. Les amorces murines utilisées pour chacun des gènes amplifiés 

ont été choisies PrimerBanK (Harvard Medical School). Le gène 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 l’appareil par 

l’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, l’expression de ce gène ne doit pas 

être 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 μl auquel   

80 μl de DNA Free water ont été ajoutés pour obtenir un volume final de 100 μl. À partir de ces 

échantillons, une gamme de dilution a été réalisée pour servir de standard pour la réaction de 

qPCR. Un volume de 25 μl de chacun des échantillons est prélevé et mélangé pour constituer 

le premier point de gamme, nommé arbitrairement « 1/64 ». Les points suivants seront réalisés 

par dilutions au ½ en cascade et donneront les points « 1/32 », « 1/16 », « 1/8 », « 1/4 » et             

« 1/2». Les 75 μl de ADNc restant de RT sont complété avec de DNA Free water à 225 μl.  

Cette gamme permet de mesurer l’efficacité de l’amplification de chaque gène sur la 

plaque de qPCR. En effet, pour une efficacité de 100%, il y aura un cycle d’amplification d’écart 

entre chaque point de la gamme. Par exemple, le point à 1/2 aura 1 Ct de moins que le point au 

1/4 et ainsi de suite. Une gamme est réalisée pour chaque gène étudié. 

 

g) 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 μl constitué de la manière 

suivante : 6,25 μl de GoTaq® 2-Step RT-qPCR System (Promega), 2,5 μl d’ADNc (produit de 

RT dilués) de 0,04 µl d’amorce sens (100 µM), 0,04 µl d’amorce anti-sens (100 µM). Le 

volume final est de 12,5 µL et la concentration finale des amorces est de 300nM.  

La qPCR est effectué sur l’appareil StepOne Plus de (Life Science Technologies) avec 

le programme suivant : La PCR débute par une étape de chauffage à 95°C pendant 10 

minutes pour activer la Taq polymérase ; Ensuite, une étape de dénaturation qui se déroule en 

40 cycles de 15 secondes chacun à 95°C suivie d’une étape d’hybridation-élongation pendant 

1 minute à 60°C. Après chaque Après chaque réaction d’amplification, une droite d’étalonnage 
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est établie indiquant l’efficacité de la réaction de PCR pour chaque couple d’amorces. Enfin, 

un cycle passant de 60°C à 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 possède une température de fusion (Tm) 

spécifique. Après le dernier cycle de PCR, la température est rapidement élevée à 95°C pour 

dénaturer l’ADN double brin puis redescendue à 55°C, ce qui provoque la renaturation de 

l’ADN. Ensuite, la température est augmentée lentement de 55°C à 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 lié à l’ADN double 

brin et lorsque la température augmente, l’ADN double brin se dissocie, les molécules de SYBR 

Green sont libérées dans le milieu ce qui mène à la diminution progressive de la fluorescence. 

La température à laquelle 50% de l’ADN double brin est dissocié correspond à la température 

de fusion (Tm : melting temperature) du produit synthétisé et pour l’amplification spécifique 

d’un gène donné, un seul pic d’intensité variable doit être observé sur la courbe de fusion.  

Au niveau expérimental, la quantité de produit formé dépend d’un facteur primordial qui 

est l’efficacité d’amplification (E) définie comme étant la proportion moyenne des molécules 

d’ADN cible se dupliquant à chaque cycle d’amplification. Pour que la PCR soit exploitable, 

l’efficacité doit être 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 manière 

significative le seuil de détection de l’appareil. En parallèle à 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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Études 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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 Introduction   
 

Depuis très longtemps et jusqu’à nos jours, le cactus, Opuntia ficus indica est utilisé 

comme remède dans la médecine traditionnelle et également comme source de nutriments 

végétaux dans de nombreux pays. Cette dernière décade, de nombreux travaux scientifiques ont 

démontré le bénéfice potentiel de l’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 (El-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’être explorés plus en avant sur le plan 

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

Actuellement, il est bien admis que l’inflammation et le stress oxydant sont des 

phénomènes communs et jouant un rôle crucial dans la pathogenèse de nombreuses affections 

humaines, notamment dans les maladies neurodégénératives. Parmi les cellules du système 

nerveux, les cellules microgliales ont un rôle central dans la neuroinflammation et dans la 

physiopathogenèse liées à ces maladies en produisant des molécules pro-inflammatoires 

comme le TNF, 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 à 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 l’antigène-O. Ces molécules présentent souvent un intérêt en médecine en 

raison de leurs propriétés immun-modulatrices.  La production de ROS par les cellules 

microgliales activées par les LPS joueraient un rôle majeur dans la neurotoxicité qui peut être 

largement atténuée en neutralisant  le peroxyde d’hydrogène et les anions superoxydes en 

traitant respectivement par la catalase et la superoxyde dismutase (Wang, et coll., 2004; Nell et 

coll., 2017) . Ces résultats révèlent le rôle des enzymes antioxydantes, en l’occurrence 

peroxysomales comme la catalase. 
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 Objectif 
 

L’objectif du travail réalisé dans ce chapitre a porté sur l’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. 

 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 espèces de bactéries Gram (-) ont été bien caractérisées 

(Neidhardt, 1987). Ces composés possèdent tous une architecture de base commune contenant 

ainsi 3 régions. (i) Le lipide A : possède un caractère hydrophobe, c’est la partie la plus active 

des lipopolysaccharides et hautement endotoxique situé à la partie proximale du LPS et à 

l’intérieure de la bicouche lipidique. (ii) Le noyau ou «core » : se divise en deux parties : un 

noyau interne qui possède un caractère hydrophobe et un noyau externe avec un caractère 

hydrophile. Le « Core » est de nature polysaccharidique forme un pont entre l’antigène O et le 

lipide A ; et (iii) l’antigène O : possède un caractère hydrophile, composé des polysaccharides 

situés à 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 l’absence de ces trois parties on distingue différentes 

formes des lipopolysaccharides : (i) La forme complète 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 incomplète ne contient pas l’antigène 

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 : l’antigène 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 l’antigène O est extrêmement 
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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 à 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 cinq dernières décades, les effets toxiques de LPS ont fait l’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 diffère d’une souche bactérienne à une autre. Le 

Lipide A avec six chaînes d’acides gras peut activer le système immunitaire par le biais du 

récepteur TLR4. Cependant, un Lipide-A à 4 chaînes ne peut pas activer le système 

immunitaire. Or, cette partie du LPS peut assurer plusieurs activités biologiques à l’exemple de 

(Brade, et coll., 1988):  

• L’activation d’adjuvant, du complément, des macrophages et des granulocytes  

• L’induction de l’interleukine 1, de l’interféron et du facteur de nécrose tumorale 

• L’induction des prostaglandines, des leucotriènes et de l’activité pro-coagulante 

À noter que la réponse et la sensibilité à l’endotoxicité du Lipide-A diffère d’une espèce 

animale à une autre. L’Homme étant l’espèce la plus sensible, alors que le lapin est la plus 

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

Concernant l’antigène-O qui est la partie immunogènique du LPS, assurant différentes 

fonctions, on cite parmi celles-ci : 

• La résistance à l’action du complément (Wilson, et coll, 2011).   

• La résistance à la phagocytose (Wilson et coll., 2011)  

• Le mimétisme moléculaire (Aspinall et coll., 1994). 

• L’adhérence aux tissus de l’hôte (Jacques, 1996). 

Le LPS avec sa structure, sa composition complexe et ses systèmes de biosynthèse et de 

transfert reste un composant capital et majeur de la membrane bactérienne. C’est un élément 

dont la voie de biosynthèse et les rôles physiopathologiques restent à bien étudier et clarifier. Il 

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 rôle 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. À faible 

concentrations, les LPS peuvent être bénéfiques mais à forte concentration, ils peuvent 

provoquer un choc septique. Des études ont montré l’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 l’expression des 

protéines peroxysomales. Nous avons montré une baisse de l’expression des gènes impliqués 

dans l’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 l’activité de 

l’ACOX1 et de l’oxydation des AGTLC. Dans les fibroblastes de patients déficients en 

ACOX1, le traitement avec le LPS induit une prolifération des peroxysomes suite à l’activation 

des PPARα et de PGC-1α. Les données bibliographiques sur la nature du LPS utilisé dans les 

nombreuses études réalisées pour l’activation des cellules microgliales révélent une large 

diversité 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 NFκB qui induit l’expression 

de cytokines pro-inflammatoires TNFα et IL-6 (Kono et coll., 2009;  Thiemermann, et coll., 

1995). Nous avons pu confirmer ces données dans nos expériences préliminaires pour cette 
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partie en traitant les cellules BV-2 avec une gamme de concentrations allant de 1 à 5 µg/ml de 

LPS issus d’E. coli (O111.B4 et O55.B5) comme le montre la Figure 20.  

 

Figure 20: Le taux de sécrétion des cytokines (IL-6 et TNFα) dans le milieu de culture des cellules 

BV-2. 
La figure montre le taux de sécrétion des cytokines IL-6 et TNFα dans le milieu de culture des cellules BV-2 

après 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 l’intensité de la réponse 

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

a 

a 

b 
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TNF-alpha. Ceci indique que ces 2 sérotypes activent de manière similaire les cellules 

microgliales BV-2. Cependant, il reste à savoir, malgré cette réponse inflammatoire 

équivalente, si l’effet sur les fonctions peroxysomales est également équivalent quel que soit le 

sérotype de LPS. Nous avons donc voulu étendre cette analyse à d’autres sérotypes et c’est ce 

qui est présenté dans l’article suivant publié dans la revue Molecules qui décrit à la fois la 

réponse en termes d’activités peroxysomales de cellules microgliales vis-à-vis de quatre 

sérotypes différents de LPS et les effets protecteurs d’extraits de cactus vis-à-vis des fonctions 

peroxysomales.  
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 Discussion  
 

L’étude présentée dans l’article avait pour objectif l’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 l’utilisation des différents types de LPS pour l’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’antigène-O et la structure du Lipide-A. La différence structurale de ces quatre types 

de LPS utilisés est montrée dans la figure 1 de l’article. Cette étude a pour but de montrer 

l’activité neuroprotectrice et l’effet préventif d’extraits de la raquette de cactus par l’induction 

d’une activité antioxydante peroxysomale et l’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 révèlent qu’une 

légère augmentation d’environ (10 et 15%) de la viabilité de cellule BV-2 après 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 

O111.B4 avec la réduction significative de leur viabilité uniquement après 2 heures de 

traitement (Jung et coll., 2005; Liu et coll., 2001), et aucun effet sur leur viabilité après le 

traitement avec LPS E. coli 055.B5 (Song et coll., 2016; Wang, et coll., 2015).  

À l’issue de notre étude, nous avons montré pour la première 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 l’activité 

ACOX1 respectivement d’environ 20% et de 40% avec une légère diminution d’environ 10% 

et 20% de l’activité Catalase. Tandis que, le traitement de ces cellules avec les sérotypes de 

LPS issus de S. minnesota n’a montré aucun effet sur l’activité d’ACOX1 mais un effet négatif 

sur l’activité de la catalase. En présence (S) de l’antigène-O, l’activité catalase diminue de -

25% à -40%, relativement aux cellules contrôles, alors que l’absence l’antigène-O (Re), révèle 

une réduction de l’activité catalase de l’ordre de 43%. Dans ce sens, les études réalisées par 
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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 l’expression génique des transcrits 

d’ACOX1 et de la Catalase (Khan, et coll., 1998;  Paintlia, et coll., 2008).  

Le deuxième volet de cette étude porte sur l’exploration du potentiel préventif des 

extraits issus de la raquette de cactus. Nous avons montré que ces extraits empêchent la 

diminution de l’activité de la catalase dans les cellules activées avec les LPS. Ces résultats vont 

dans le sens des expériences menées par l’équipe d’Oh et ses collaborateurs qui ont montré que 

les extraits issus de la raquette de cactus empêchent la diminution de l’activité de la catalase 

dans le foie de souris grâce à 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 révèlent une grande capacité antioxydante et anti-inflammatoire dans la 

modulation de l’activité de la catalase peroxysomale et des propriétés anti-inflammatoire. 
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Caractérisation d’une nouvelle lignée des cellules 

BV-2 déficiente en Acyl-CoA oxydase1 (ACOX1) 

peroxysomale (Article) 



 
133 

 Introduction   
 

Généralement, les maladies peroxysomales sont caractérisées par des perturbations des 

fonctions du peroxysome soit à cause de déficience de la machinerie de biogenèse 

peroxysomale ; soit à cause du déficit d’une voie métabolique peroxysomale. La P-NALD est 

une maladie caractérisée par un déficit dans les fonctions peroxysomales à savoir la β-oxydation 

peroxysomale dont l’acteur majeur est l’enzyme Acyl-CoA oxydase 1 (ACOX1) responsable 

de la métabolisation d’un nombre important de substrats qui jouent un rôle clé dans 

l’homéostasie cellulaire.  

À cause de la déficience en Acyl-CoA oxydase 1, le système de la β-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 modèle cellulaire pour étudier les liens entre le déficit du métabolisme 

peroxysomal des lipides, le stress oxydant et l’inflammation. Ce modèle de cellules 

microgliales BV-2 déficiente en ACOX1 a été très récemment développé à 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 lignée 

cellulaire microglialeBV-2 déficiente en ACOX1 peroxysomale. L’utilisation d’un sgARN 

(single guide RNA) ciblant l’exon 1 du gène codant l’ACOX1 a permis, grâce au système de 

réparation cellulaire d’ADN par recombinaison homologue directe, d’introduire une mutation 

dans la séquence du gène Acox1. Le séquençage par la méthode de Sanger a permis de 

démontrer l’insertion d’un nucléotide T dans le cinquième codon de la région codante de 

l’exon1, introduisant ainsi un décalage de la phase de lecture quelques nucléotides après le site 

d’initiation de la transcription de l’ARNm Acox1. L’analyse par RT-qPCR a montré que le taux 

d’ARNm Acox1 muté n’est pas modifié dans la lignée déficiente an ACOX1 (Raas et coll. 

2018).  

 Objectif   
 

L’objectif donc de cette partie sera la caractérisation de cette nouvelle lignée microgliale 

BV2 déficiente en ACOX1 au niveau l’activité enzymatique et de l’expression de la protéine 

ACOX1, l’impact de cette déficience sur la croissance et la morphologie cellulaire ainsi que 

l’expression gènes impliqués dans le métabolisme peroxysomal ou dans l’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, où je suis deuxième auteur.  

 Caractérisation des cellules BV-2 déficiente en ACOX1 

 Étude de la viabilité des cellules BV-2 

a) Étude de la morphologie des cellules BV-2 

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

• Les cellules BV-2 de type sauvage (Wt : ce sont des cellules sauvages utilisées 

comme témoin positif car elles expriment l’ACOX1). Ce type de cellules nous 

permet de valider les expériences.  

• Les cellules BV-2 (Acox1-/-) : Ce sont des cellules dont les deux allèles codant 

pour l’ACOX1 ont été tronqués par la méthode Crispr/Cas-9. Théoriquement 

l’activité ACOX1devrait être absente.  

Pour évaluer l’effet de la diminution ou de l’absence de l’activité ACOX1 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 : amiboïde, unipolaire, bipolaire, tripolaire, multipolaire et plate (Figure 21). 

L’apparition de formes polarisées et amiboïdes, adhérentes, est caractéristique de l’activation 

des cellules BV-2.  

 

Figure 21: Les différentes formes des cellules BV-2 
Les cellules BV-2 qui ont été visualisées pendant l’expérience. Photo prise par microscopie optique 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. 



 
135 

Ainsi, chaque type de cellules BV-2 a été mis en culture et la proportion de chaque 

forme cellulaire a été calculée après comptage à cinq temps de culture (6h, 24h, 48h et 72h) 

(Figure 22). 

 

 

Figure 22 : Résultats de l’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 

ACOX1 (-/-). Des cellules Wt et ACOX1 (-/-) ont été mises en culture dans du milieu de culture DMEM à 10% 

SVF et 10% antibiotiques dans les plaques 24 puits en raison de 2.104 cellules/ puits pendant 96 heures. Au bout 

de chaque temps trois photos des cellules au grossissement x40 ont été prises à 6h, 24h, 48h et 72h. 
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La Figure 22 présente les résultats de l’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 amiboïde qui est largement 

majoritaire (supérieure à 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 amiboïde à 72h). 

 

b) Étude de la croissance cellulaire : les cellules BV-2 ACOX1(-/-) 

croissent plus lentement 

 

Afin d’évaluer l’effet de l’absence de l’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 cinq 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 à mesure du rouge à l’orange, puis au jaune, cela montre 

une acidification du milieu due à la consommation des nutriments par les cellules. 
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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 à 10% SVF et 10% 

antibiotiques dans les plaques 24 puits en raison de 2.104 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 après 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 à l’adaptation des cellules au milieu de culture et au 

temps que mis ces cellules pour adhérer aux boites de culture. Entre 24h et 72h, c’est la phase 

d’accélération qui débute, suivie de la phase exponentielle de croissance, les cellules se mettent 

à proliférer, les conditions sont favorables, car le milieu est encore riche en nutriments et elles 

possèdent 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 (7,98.105 cellules pour les BV-2 (ACOX1(-/-)) contre 

1,68.106 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 Wt. 
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 Étude de la viabilité et l’adhérence cellulaire  

a) L’absence d’ACOX1 diminue la viabilité cellulaire 

Afin d’évaluer la viabilité cellulaire, l’activité 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. 

 

 

Figure 24: Viabilité des cellules BV-2 (Wt) et (ACOX1(-/-)) évaluée par la mesure du niveau de 

l’activité 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 à 10% SVF et 10% 

antibiotiques dans les plaques 6 puits en raison de 5*105 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 l’activité succinate 

déshydrogénase mitochondriale des cellules BV-2 Wt (100%), une diminution de l’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’ACOX1 diminue l’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 l’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 à 10% SVF et 10% 

antibiotiques dans les plaques 6 puits en raison de 5.105 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 l’adhésion des cellules BV-2 (ACOX1(-/-)) 

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

 La production de NO est fortement diminuée dans les cellules BV-2 

déficiente en ACOX1 

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 à chaque temps en utilisant le réactif de Greiss. La Figure 26 montre 

les résultats de ce test. 

 À 48h de culture une diminution de 20% est observée dans la production de NO entre les deux 

lignées cellulaires. Par contre, à 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 manière très 

intéressante, une diminution de la production du NO supérieure à 70% est observée pour les cellules 

BV-2 (ACOX1(-/-) par rapport aux cellules BV-2 (Wt). 
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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 à 10% SVF et 10% 

antibiotiques dans les plaques 6 puits en raison de 5.105 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). 

 

 La déficience en ACOX1 et la production des cytokines inflammatoires 

Afin d’évaluer l’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 après 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 :  

• Pour les interleukines 1β, 6 et 10, aucune différence significative n’est observée dans 

leur libération entre les deux types cellulaires Wt et ACOX1(-/-). Il est à noter que le 

niveau de la production de l’IL-10 est plus élevé que celui de l’IL-6 et de l’IL-1β                  

( Figure 27 a).  

• Pour TNF-α : il est à remarquer que le taux de TNF-α libéré par les cellules BV-2 

ACOX1(-/-) est diminué de 65% par rapport au BV-2 Wt (Figure 27 b).  
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• Pour INF-δ aucune différence significative du niveau de production n’est remarqué 

entre les deux types de cellules BV-2 Wt et ACOX1(-/-) (Figure 27b).  

• 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 à l’état basal (Figure 28). 

 

Figure 27: Figure montrant le niveau de l’expression des cytokines inflammatoires par les cellules 

BV-2 Wt et ACOX1(-/-)). 
En (a) le niveau d’expression de la famille des Interleukines IL-1β, IL-6 et IL-10 ; en (b) l’expression de TNF-α et 

INF-δ.  Les cellules BV-2 Wt et ACOX1(-/-) ont été mises en culture dans du milieu de culture DMEM à 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 l’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 à 10% SVF et 10% antibiotiques et le surnageant a été récupéré 48 heures. (n=3, *** p<0.001) 

 

 La déficience en ACOX1 augmente l’activité de la catalase des 

cellules BV-2 

La mesure de l’activité catalase des cellules BV-2 ACOX1(-/-) a été réalisée en parallèle à 

l’activité de cette enzyme chez les cellules BV-2 Wt, 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 l’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*106 cellules/puits 

pendant 12h, après avoir préparées les Lysats cellulaires ; l'activité de la Catalase a été mesurée à 240 nm, la 

figure montre l'activité Spécifique de la Catalase des cellules BV-2 (n=4, *** p<0.001). 

 

 L’activité palmitoyl-CoA oxydase est absente dans les cellules BV-2 

déficientes en ACOX1. 

L’étape nécessaire de la caractérisation des deux types cellulaires BV-2 Wt et ACOX1(-/-) 

consiste à vérifier l’absence de l’activité acyl-CoA oxydase 1. La mesure de l’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 l’activité ACOX1/Enzyme Bi-fonctionnelle des cellules BV-2 ACOX1(-/-) a 

été mesurée et comparée par rapport à l’activité de cette enzyme chez les cellules BV-2 Wt. La 

Figure 30 montre les résultats de cette mesure. Ces résultats montrent une très faible activité 

de cette enzyme dans les cellules BV-2 ACOX1(-/-) qui est de (1,78.10-10 µmol/min/mg) par 

rapport aux cellules Wt (2,8.10-9 µmol/min/mg). Cette activité résiduelle peut être le bruit de 

fond du test. 
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Figure 30: Figure montrant l’activité de l’oxydation du Palmitoyl- CoA 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*106 cellules/puits 

pendant 12h, après avoir préparées les Lysats cellulaires ; l'activité de l’oxydation du Palmitoyl-CoA a été 

mesurée, la figure montre cette activité dans les cellules BV-2 (n=2). 

 

 Évaluation de l’expression de la protéine ACOX 1 et Catalase 

Pour confirmer les résultats de la mesure de l’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 l’ACOX1 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 l’ACOX1 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 à 72 kDa et la catalase avec une bande à 66 

kDa. Les extraits cellulaires obtenus dans les types de cellules BV-2 ont été séparés par électrophorèse en gel de 

polyacrylamide en présence de SDS puis transférés sur une membrane de PVDF et immun-détectés avec 
l’anticorps anti-ACOX1 et anti-Catalase. La membrane a été ensuite dépouillée et exposée à l’anticorps anti-β-

actine. (b) Analyse de la densité relative des bandes par rapport à celle de la β-actine en (b) pour l’ACOX1 et en 

(c) pour la Catalase avec le logiciel Image Lab. Les barres d’erreurs sur les histogrammes représentent les écarts 

types (n=2). 

 

 Déficience en ACOX1 et variations de l’expression génique  

Depuis de nombreuses années, les études menées sur un certain nombre de maladies 

peroxysomales s’appuient sur l’utilisation de fibroblastes obtenus à partir de patients atteints 

par ces maladies. L’accès à ces fibroblastes non transformés s’avère capital dans la 

compréhension des mécanismes moléculaires liés à la déficience de l’ACOX1. Cependant, 

l’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 avancée dans la compréhension des changements 

métaboliques liés ou non à l’inflammation et/ou à la biogenèse d’autres organites cellulaires. 

L’obtention très récentes dans notre laboratoire de la lignée déficiente en ACOX1 à ouvert 

un nouveau champ d’investigation sur le rôle de la microglie dans cette maladie. Après avoir 

caractérisé cette lignée pour s’assurer de la déficience en ACOX1, nous avons souhaité explorer 

l’expression transcriptionnelle de gènes codants pour les protéines peroxysomales ainsi que de 

gènes impliqués dans l’inflammation. 
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Les analyses par PCR quantitative des taux d’ARNm des gènes codants des protéines 

peroxysomales dans le contrôle des fonctions peroxysomales, la biogenèse mitochondriale et 

métabolisme énergétique, les cytokines pro et anti inflammatoires et la neuroinflammation.  

a) Évaluation du taux d’expression des gènes codant pour protéines 

peroxysomales liées à la β-oxydation peroxysomale 

 

La Figure 32 présente l’expression relative des ARNm des enzymes et protéines liées à la 

β-oxydation peroxysomale (ACOX1, Enzyme bifonctionnelle, Catalase et ABCD3, figure 32) 

 

 

 

Figure 32: évaluation du taux d’ARNm des gènes codant pour les enzymes de la peroxysomaux β-

oxydation peroxysomale dans les cellules BV-2 Wt et ACOX1(-/-). 
L’expression relative des ARNm correspondant aux différents gènes codant pour les protéines peroxysomales en 
ACOX1, catalase et BiF et ABCD3. L’axe des abscisses représente le niveau d’expression de chaque gène en fold 

induction calculé par rapport aux cellules BV-2 Wt (n=3, * p<0.01).   

 

L’analyse de l’expression du gène codant pour l’ACOX1 et la catalase ne montrent aucune 

différence au niveau des deux types cellulaires. L’ARNm du gène qui code pour l’enzyme 
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bifonctionnelle Bif/ EHHADH montre une augmentation de l’expression au niveau des cellules 

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

Le gène codant pour ABCD3 a monté une légère diminution de l’expression dans les 

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

 

b) Évaluation du taux d’expression des gènes codant pour protéines 

intervenant dans la biogenèse mitochondriale et métabolisme énergétique 

 

L’analyse de l’expression relative des ARNm des gènes codant pour la biogenèse 

mitochondriale à savoir la PGC1-α et PGC1-β, et PPARδ sont représentés dans la figure 33. 

La PGC1-α est un coactivateur de transcription, l’un des protéines essentielles à l’activation 

de l’expression des gènes. Il s’associe à des facteurs de transcription, à l’origine sont des 

coactivateurs de transcription PPARα et au même temps le principal régulateur de la biogenèse 

et des fonctions mitochondriales. De ce fait, la mesure de l’expression d’ARNm a été réalisée, 

les résultats ont montré qu’il n’y a pas aucune différence du niveau d’expression PGC1-α mais 

une légère augmentation du PGC1-β dans les cellules BV-2 déficiente en ACOX1 par rapport 

au Wt. Tandis que cette déficience en ACOX1 induit fortement l’expression du gène codant 

pour la PPAR δ. 

 

 

 

Figure 33: Évaluation du taux d’ARNm des gènes codant pour les enzymes de la biogenèse des 

mitochondries et métabolisme énergétique dans les cellules BV-2 Wt et ACOX1(-/-). 
L’expression relative des ARNm correspondant aux différents gènes codant pour les enzymes intervenant dans la 

biogenèse des mitochondries et métabolisme énergétique.  L’axe des abscisses représente le niveau d’expression 

de chaque gène en fold induction calculé par rapport aux cellules BV-2 Wt. (n=3,  *** p<0.0001, , * p<0.01 )   
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c) Évaluation du taux d’expression des gènes codant pour les gènes de 

stress oxydant 

La SOD est une enzyme antioxydante qui intervient dans le maintien de l’équilibre 

cellulaire, le taux d’expression du gène SOD est augmenté dans les cellules BV-2 ACOX1(-/-) 

par rapport au BV-2 Wt comme le montre le résultat de la Figure 34. 

 

 

Figure 34:Évaluation du taux d’ARNm du gène codant pour une protéine impliqué dans le stress 

oxydant dans les cellules BV-2 Wt et ACOX1(-/-). 
L’expression relative des ARNm correspondant au gène codant pour la SOD dans les cellules BV-2 Wt et ACOX 

1 (-/-). L’axe des abscisses représente le niveau d’expression de chaque gène en fold induction calculé par rapport 

aux cellules BV-2 Wt (n=3). 

 

 

 

d) Évaluation du taux d’expression des gènes codant pour les cytokines 

inflammatoires et les gènes de la neuroinflammation 

 

L’analyse par PCR quantitatives des taux d’ARNm des cytokines pro-inflammatoire à 

savoir certaines interleukines comme IL-6, IL-1β et TNF-α a été réalisée sur les cellules BV-2 

Wt et ACOX1(-/-). Les résultats présentés dans la Figure 35 montre que l’expression du gène 

codant par IL-6 et TNF-α est réprimé dans les BV-2 (ACOX1(-/-)) par rapport au Wt, tandis que 

IL-1β est augmentée d’environ quatre fois dans les cellules BV-2 déficientes en ACOX1 par 

rapport aux cellules contrôles.  

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 gène 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 gènes de la neuroinflammation l’analyse par PCR quantitatives des taux 

d’ARNm de iNOS, Arginase et MCP-1. La figure 37 a montré que : l’expression du gène iNOS 

est diminué dans les cellules BV-2 en absence d’ACOX1 par rapport aux Wt d’environ 50%. 

Tandis que l’expression pour les gènes codant pour MCP-1 et arginase sont fortement induites 

dans les cellules BV-2 présentant la déficience en ACOX1 par rapport aux cellules Wt.  

  

 

Figure 35: Evaluation du taux d’ARNm des gènes codant pour les cytokines pro-inflammatoires 

dans les cellules BV-2 Wt et ACOX1(-/-). 
L’expression relative des ARNm correspondant au gène codant pour les cytokines pro-inflammatoires : IL-6, IL-

1β et TNF-α dans les cellules BV-2 Wt et ACOX 1 (-/-). L’axe des abscisses représente le niveau d’expression de 

chaque gène en « fold induction » calculé par rapport aux cellules BV-2 Wt (n=3, *** p<0.0001). 

 

 

Figure 36: Évaluation du taux d’ARNm des gènes codant pour les cytokines anti-inflammatoires 

dans les cellules BV-2 Wt et ACOX1(-/-). 
L’expression relative des ARNm correspondant au gène 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 

gène en « fold induction » calculé par rapport aux cellules BV-2 Wt (n=3, *** p<0.0001). 
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Figure 37: Évaluation du taux d’ARNm des gènes codant pour les gènes impliqués dans la 

neuroinflammation dans les cellules BV-2 Wt et ACOX1(-/-). 
L’expression relative des ARNm correspondant au gène codant pour gènes 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 gène en « fold induction » calculé par rapport aux cellules BV-2 Wt (n=3, 

*** p<0.0001). 
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Analyses par fractionnement subcellulaire et 

ultracentrifugation en gradient Nycodenz 

des cellules BV-2 déficientes en Acyl-CoA 

oxydase 1 peroxysomale. 
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 Introduction   
 

Les résultats obtenus et présentés dans le chapitre précédent, grâce à la caractérisation 

des cellules BV-2 déficiente en Acox1-/-, nous ont encouragé à étudier de près si cette déficience 

impact la distribution et les activités enzymatiques des organites cellulaires, et particulièrement 

les peroxysomes.  

Le fractionnement subcellulaire des cellules a été réalisé en collaboration avec l’équipe 

du Pr. Michel JADOT de l’université de Namur en Belgique. Une équipe experte dans les 

techniques de fractionnement des différents types cellulaires. Nous avons réalisé pour la 

première fois, le fractionnement des cellules BV-2 et l’étude de la distribution des organites 

cellulaires dans ces cellules. Des expériences qui ont demandé l’adaptation du protocole pour 

le fractionnement subcellulaire et une mise au point d’une technique pour la mesure de l’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 l’activité de la Catalase a été réalisée en suivant une dégradation de 

peroxyde d’hydrogène par la catalase à 240 nm. Or, pour les fractions préparées avec le gradient 

de Nycodenz, la mesure de cette activité à 240 nm était impossible en raison de l’interférence 

de l’absorption du Nycodenz à 244 nm.  

 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 l’activité 

catalase comme enzyme marqueur peroxysomal et l’analyse par fractionnement et par 

ultracentrifugation des cellules BV-2 déficientes en ACOX1. 
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 Protocole de fractionnement subcellulaire des cellules BV-2  

 Principe du fractionnement subcellulaire 

La méthode de fractionnement subcellulaire consiste à 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 première étape de ce processus est l’homogénéisation qui consiste à 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’homogénéisation 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 comprimées, 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 fragilité 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 à l’université 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 à obtenir 3 fractions : N / MLP et S a 

été réalisé puis un dosage de l’activité de l’enzyme marqueur des lysosomes, la β- galactosidase, 

a été réalisé. Les résultats de ce dosage (Figure 38) ont montré que l’activité de la β- 

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 être dû uniquement la présence de cellules 
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encore intactes dans la fraction nucléaire. Ceci peut être expliqué par un certain degré de rigidité 

de la membrane cellulaire de ces cellules BV-2. 

 

Figure 38 : L'activité spécifique relative de la β-galactosidase dans les fractions N, MLP et S des 

cellules BV-2 Wt après 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 l’activité spécifique relative de chaque 

fraction en fonction l’activité totale dans l’homogénat.  

 

  La deuxième étape était d’utiliser un système d’homogénéisation « système de Blach » 

qui consiste à faire passer six fois la suspension cellulaire dans à travers des billes entre deux 

seringues. Les résultats obtenus confirment un niveau d’activité β- 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.  

 

Figure 39:L'activité spécifique relative de la β-galactosidase dans les fractions N, MLP et S des 

cellules BV-2 Wt après une homogénéisation avec 6 passages avec « le système 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 l’homogénat. 
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La troisième étape de cette mise au point a consisté à augmenter le nombre de passage 

jusqu’à 20 fois dans le Dounce de la suspension cellulaire pour lyser plus les membranes 

plasmiques des cellules sans abîmer les organites cellulaires. Après fractionnement cellulaire, 

un dosage de l’activité β- galactosidase a été 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.  

 

 

 

Figure 40 : L'activité spécifique relative de la β-galactosidase dans les fractions N, MLP et S des 

cellules BV-2 Wt après une homogénéisation avec 20 passages à 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 l’activité totale dans l’homogénat. 

 

Suite aux résultats obtenus et en comparant les trois paramètres 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 abîmer les autres organites. 
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 Mesure de l’activité de la Catalase avec le KMnO4 

 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).  

 

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 à sa structure. Sa haute 

densité provient de la présence d'un cycle triiodobenzène substitué lié à 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 l'acide métrizoïque ; le groupe carboxyle présent dans 

l'acide métrizoïque est lié au groupe amine du 3-amino-1,2-propanediol. La chaîne latérale 

dihydroxypropylacétamido est responsable de la très faible toxicité de Nycodenz par rapport au 

métrizamide. Nycodenz a un point de fusion défini entre 174 et 180° C. Le noyau aromatique 
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iodé absorbe fortement dans la région ultraviolette du spectre avec une absorption maximale de 

244 nm comme le montre la Figure 42.  

 

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

Pour cette raison, on ne peut pas mesurer l’activité de la catalase avec la méthode à 240 

nm consistant à suivre la dégradation de H2O2 par la catalase (méthode cinétique), en raison de 

l’absorption maximale de Nycodenz à cette longueur d’onde. De ce fait, c’était intéressant de 

trouver une nouvelle méthode de mesure de cette activité.  

Cette partie répond à un besoin de description détaillée d'une méthode de mesure de 

l’activité totale de la catalase. Ainsi, il semble être généralement applicable à toute sorte 

d'extraits tissulaires et cellulaires. 

Ce chapitre contient également une mise à jour de la technique courante de la mesure 

de l’activité de la catalase en mesurant H2O2, par titrage au permanganate de potassium par 

spectrophotométrie qui était largement utilisée dans les études antérieures publiées. 

 

 

 

 



 
168 

 Mise au point de la méthode de détermination de l’activité Catalase  

a) Principe et méthode 

 

L’activité enzymatique de la catalase est mesurée en suivant l’oxydation de KMnO4 par 

le H2O2 par spectrophotométrie à 480 nm selon la réaction suivante :  

 

Figure 43: La réaction enzymatique de l’oxydation de KMnO4 par le H2O2 

 

Cette réaction a été suivie dans volume de 200 µl contenant ainsi : 10 µl du lysat cellulaire 

auquel 30 µl de la solution fraîchement préparée de H2O2 à 7,3 mM est ajoutée, le mélange est 

incubé 3 minutes (le temps de la réaction de la dégradation de H2O2 par la catalase contenu dans 

le lysat cellulaire), la réaction est arrêtée avec 20 µl de l’acide sulfurique H2SO4 à 6 N. Ensuite, 

une solution de KMnO4 à 2 mM est préparée, placée dans l’injecteur de un spectrophotomètre 

à plaques (Fluorimètre/ luminométre Infinite M200 pro TECAN) pour suivre l’oxydation de 

KMnO4 par le H2O2 restant dans l’essai en raison de 140 µl ajouté/puit. L’oxydation de KMnO4 

est une réaction rapide. Cette réaction d’oxydation est inversement proportionnelle à l’activité 

de la catalase. L’absorbance est mesurée à un spectrophotomètre à plaques (Fluorimètre/ 

luminométre Infinite M200 pro TECAN). Enfin, l’activité spécifique de la catalase est exprimée 

en µM d’ H2O2 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 à 

0,1 M et pH 7,4 à différentes dilutions.  

Les Figure 44 et Figure 45 montrent une cinétique linéaire mesurée durant 3 minutes de 

décomposition de H2O2 par l’homogénat de foie de souris utilisé à trois différentes dilutions 

1/1000, 1/2000 et 1/4000. Les valeurs du temps zéro ont été obtenu en inversant l’ordre 

d’addition de l’acide sulfurique et H2O2. Nous avons évités les conditions de dosages dans 

lesquelles plus de 80% du H2O2 était décomposé et ceci c’était le cas en utilisant des dilutions 

de l’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 H2O2 par l’homogénat de foie de 

souris. 
L’homogénat a été utilisé à trois différentes dilutions, les valeurs de du temps zéro ont été obtenu en inversant 

l’ordre d’addition du l’acide sulfurique et H2O2. 

 

 

Figure 45 : Figure montrant la courbe dose-activité de la décomposition de H2O2 par l’homogénat 

de foie de souris 
Courbe concentration homogénats de foie de souris- activité catalase. Les points indiquent la gamme de dilution 

de l'homogénat de foie de souris. Les dilutions utilisés sont 1/500 (=1), 1/1000 (=0,5), 1/2000 (=0,25) et 1/4000 

(=0,125). 

Afin de vérifier et mettre au point toutes les conditions et les paramètres du test, nous avons 

vérifié la concentration de H2O2 utilisée dans ce test pour cela nous avons réalisé un test en 

modifiant les différentes concentrations de H2O2 allant de 0 à 50 mM et en utilisant une seule 

dilution de l’homogénat de foie à 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 après ce test.  
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Figure 46 : Figure montrant les taux d’oxydation de KMnO4 par les différentes concentrations de 

H2O2. 
En (a) les valeurs de DO obtenu à 480nm après l’oxydation de KMnO4 en présence des différentes concentrations 

de H2O2 restant à l’issue de la réaction. En (b) représentation graphique de la courbe montrant les niveaux 

d’oxydation de KMnO4 oxydé par le H2O2 allant de 1,562 à 12,5 mM. 

 

Après avoir vérifié les principaux paramètres 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 à 0.25% avec les différentes 

concentrations de la solution de H2O2 allant de 0 à 50 mM, une dilution de l’homogénat de foie 

à 1/2000 et au cours de 3 minutes comme temps de réaction comme déjà décrit. Le but de cette 

manipulation est de vérifier si une interférence entre la solution de Nycodenz et le test de la 

mesure de l’activité de la catalase en mesurant l’oxydation de KMnO4 aura 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 à garder ses propriétés et linéarité au cours de la 

réaction. 
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Figure 47 : Figure montrant les taux d’oxydation de KMnO4 par les différentes concentrations de 

H2O2 en présence de la solution de Nycodenz à 0.25%. 
En (a) les valeurs de ∆DO obtenu à 480nm après l’oxydation de KMnO4 en présence des différentes concentrations 

de H2O2 allant de 0 à 6,25mM restant à l’issue de la réaction. En (b) représentation graphique de la courbe 

montrant les niveaux d’oxydation de KMnO4 oxydé par le H2O2 pendant les 3 minutes de la réaction. 

 

Cette technique de la mesure de l’activité de la catalase a été décrite pour la première 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 l’activité de la catalase (Maehly & Chance, 1954). En 

conclusion de cette revue, Maehlyel a recommandé la mesure de cette activité en utilisant le 

KMnO4. Nous avons mis au point cette technique pour qu’elle soit appliquée pour mesurer 

l’activité de la catalase dans tous les tissus et les cellules. Nos tests ont été réalisés 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. 
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 Déficience en ACOX1 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 l’effet de cette déficience en ACOX1 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 à L’Université de Namur. Connaissant les liens décrits dans la 

littérature entre déficience en ACOX1 et biogenèse du peroxysome, nous avons entrepris des 

expériences de fractionnement cellulaire de BV-2 pour comprendre l’existence ou non de 

modifications de la distribution après 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 grâce aux mesures des différentes activités des enzymes 

marqueurs caractéristiques de chaque organite.  

Le fractionnement des cellules BV-2 a été réalisé 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 l’activité spécifique relative qui nous renseigne sur le 

degré de pureté de chaque fraction (Figure 48). Elle indique le rapport de l’activité spécifique 

mesurée dans la fraction sur l’activité spécifique mesurée dans l’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 à savoir : la β-galactosidase, 

la β-hexosaminidase et la cathepsine-C montre une distribution homogène de ces trois activités 

dans la fraction L (dite de Mitochondries légères selon de Duve). Ceci indique un 

enrichissement en lysosomes dans cette fraction L. La distribution des activités lysosomales ne 

semble pas être perturbée par la déficience en ACOX1, même si l’activité spécifique relative 

de la β-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-/- après 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 l’activité totale dans l’homogénat. Les cellules BV-2 : Wt et Acox1-/- ont été homogénéisé dans du tampon 

saccharose à 250 mM isotonique glacé. Les homogénats cellulaires ont été soumis à une centrifugation 

différentielle pour obtenir les cinq 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 β-

galactosidase et en (b) la β-hexosaminidase. 
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Figure 49: distribution des différentes enzymes caractéristiques des organites cellulaires dans les 

cellules BV-2 Wt et Acox1-/- après 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 l’activité totale dans l’homogénat. Les cellules BV-2 : Wt et Acox1-/- ont été homogénéisé dans du tampon 

saccharose à 250 mM isotonique glacé. Les homogénats cellulaires ont été soumis à une centrifugation 

différentielle pour obtenir les cinq 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 légère (Figure 50). La Déficience en ACOX1 se traduit par une 

diminution de l’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-/- après 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 l’activité totale dans l’homogénat. Les cellules BV-2 : Wt et Acox1-/- ont été homogénéisé dans du tampon 

saccharose à 250 mM isotonique glacé. Les homogénats cellulaires ont été soumis à une centrifugation 

différentielle pour obtenir les cinq 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 l’activité de l’enzyme ACOX1, nous avons mesuré l’activité spécifique 

relative dans chaque fractions ENMLPS des cellules BV-2 (Wt) 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 

ACOX1. Cette activité est relative par rapport à l’activité totale mesurée dans la fraction E 

(Lysat totale). Le calcul de la mesure de l’activité spécifique dans chaque fraction montre une 

très faible activité d’oxydation dans les fractions ENMLPS des cellules BV-2 déficiente en 

ACOX1 par rapport aux cellules BV-2 contrôles. 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-/- après 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 l’activité totale dans l’homogénat. Les cellules BV-2 : Wt et Acox1-/- ont été homogénéisé dans du tampon 

saccharose à 250 mM isotonique glacé. Les homogénats cellulaires ont été soumis à une centrifugation 

différentielle pour obtenir les cinq 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 l’enzyme BiF/ ACOX1 dans les deux 

types cellules BV-2 représentées en (a) l’activité spécifique de cette enzyme est représenté en (b).  
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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 l’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 l’activité catalase est profondément modifiée : une 

diminution significative dans les fractions M et L et une augmentation dans la fraction P. Ce 

résultat suggèrerait une modification de la taille et de la densité des peroxysomes les BV-2 

Acox1-/- (Figure 52).  

 

 

 Figure 52: Distribution des différentes enzymes caractéristiques des organites cellulaires dans les 

cellules BV-2 Wt et Acox1-/- après 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 l’activité totale dans l’homogénat. Les cellules BV-2 : Wt et Acox1-/- ont été homogénéisé dans du tampon 

saccharose à 250 mM isotonique glacé. Les homogénats cellulaires ont été soumis à une centrifugation 

différentielle pour obtenir les cinq 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 l’’activité spécifique relative de la catalase. 
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La distribution de la fraction microsomiale a été suivie grâce à l’activité de l’α-

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 III (DPP-III) est l’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 après centrifugation (Figure 53b).  

À la suite de cette analyse des activités spécifiques relatives et la distribution des différents 

organites cellulaires après fractionnement, nous avons choisi d’utilisé la fraction L en 

ultracentrifugation sur un gradient linéaire de Nycodenz. En effet, dans cette fraction L, 

l’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-/- après 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 l’activité totale dans l’homogénat. Les cellules BV-2 : Wt et Acox1-/- ont été homogénéisé dans du tampon 

saccharose à 250 mM isotonique glacé. Les homogénats cellulaires ont été soumis à une centrifugation 
différentielle pour obtenir les cinq 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) l’activité de l’α-glucosidase alcaline enzyme de la fraction 

microsomiale et en (b) l’activité de la DPP-III enzyme marqueur de la fraction cytosolique.  
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 À partir des fractions obtenues par centrifugation différentielle, nous avons analysé 

l’expression protéique de la catalase et de l’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 l’ACOX1 (bande à 50 kDa ; figure 54 

a ) que la catalase (bande à 66 kDa, Figure 55 a) sont détectées dans toutes les fractions N, M, 

L, P et S obtenues à partir des cellules BV-2 Wt et elles sont particulièrement exprimées dans 

les fractions L et P. Dans les fractions obtenues à partir de l’homogénat des cellules BV-2 

Acox1-/-, nous observons l’absence de l’expression d’ACOX1 dans toutes ces fractions 

testées. Ceci atteste que la déficience de l’activité ACOX1 est liée à l’absence d’expression de 

la protéine dans la lignée BV-2 Acox1-/-.  

 

 

Figure 54: La distribution de la protéine ACOX1 dans les cellules BV-2 Wt et Acox1 -/- après le 

fractionnement subcellulaire complet. 
 Les cellules BV-2 Wt et Acox1 -/- ont été homogénéisées dans du tampon sucrose 250 mM et soumise à une 

ultracentrifugation. L’ACOX1 a été détectées par western-blot après séparation en PAGE-SDS et électrotransfert 

sur des membranes PVDF. L’immunodétéction a été réalisée à l’aide des anticorps primaires (anti ACOX1) et 

secondaires conjugués à la HRP. 50 µg 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 à ACOX1 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 -/- après le 

fractionnement subcellulaire complet.  
Les cellules BV-2 Wt et Acox1 -/- ont été homogénéisées dans du tampon sucrose 250 mM et soumise à une 

ultracentrifugation. La catalase a été détectée par western-blot après séparation en PAGE-SDS et électrotransfert 

sur des membranes PVDF. L’immunodétéction a été réalisée à l’aide des anticorps primaires (anti catalase) et 

secondaires conjugués à la HRP. 50 µg 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 à catalase et en (b) les profils de niveau d’expression de cette protéine.  
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La distribution des enzymes marqueurs dans les 13 fractions, après ultracentrifugation 

d’une fraction L des cellules BV-2 Wt ou Acox1-/- sur un gradient linéaire de Nycodenz (réalisé 

à 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’après la répartition de chaque type de particules en fonction de la densité, l’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 à 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 l’activité déshydrogénase de l’enzyme bifonctionnelle montre que la 

répartition des peroxysomes est plus restreinte aux fractions 8 à 10 avec une densité allant de 

1,1720 à 1,1980 g/ml. Dans les cellules BV-2 Acox1-/-, la répartition de l’activité catalase, et 

donc des peroxysomes, se trouve plus centrée sur les fractions 7 et 8 (1,1672 à 1,1801 g/ml) et 

la mesure de l’activité de l’enzyme bifonctionnelle confirme l’absence de l’activité ACOX1 

dans les cellules BV-2 Acox1-/- et donc de la déficience ACOX1 dans cette lignée. En se basant 

sur l’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 β-galactosidase et cathepsine 

C montrent une répartition dans le gradient Nycodenz dans les fractions 4 à 8 pour la β-

galactosidase et 3 à 8 pour la cathepsine C avec des maximums centrés sur les fractions 5 à 7 

pour ces deux activités à un intervalle de densité entre 1,1331 et 1,1607 g/ml. Ceci indiquerait 

que les lysosomes se retrouvent principalement dans les fractions 4 à 7. La répartition des 

lysosomes dans le gradient Nycodenz, à partir de la fraction de «L» préparée des BV-2 Acox1-

/-, montre un déplacement des activités lysosomales (β-galactosidase et cathepsine C) vers des 

densités d’équilibre plus grande 1,1445 à 1672 g/ml. Ceci suggèrerait que la déficience en 

ACOX1 se traduit par une modification du contenu lysosomale influençant son comportement 

isopycnique.   
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Figure 56: Distribution des enzymes dans la fraction L après la centrifugation dans le gradient de 

densité différentielle de Nycodenz. 

 La fraction L obtenue après le fractionnement complet des cellules BV-2 : Wt et ACOX1 (-/-) a été déposée sur 

un gradient de Nycodenz isotonique allant de 1,03 à 1,28 g/ml et centrifugé à 39000g pendant 2h30. 13 fractions 

ont été recueillies. Ainsi, les activités de la β-galactosidase en (a), α-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 après la centrifugation dans le gradient de 

densité différentielle de Nycodenz. 

 La fraction L obtenue après le fractionnement complet des cellules BV-2 : Wt et ACOX1 (-/-) a été déposée sur 

un gradient de Nycodenz isotonique allant de 1,03 à 1,28 g/ml et centrifugé à 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 après la centrifugation dans le gradient de 

densité différentielle de Nycodenz.  

La fraction L obtenue après le fractionnement complet des cellules BV-2 : Wt et ACOX1 (-/-) a été déposée sur un 

gradient de Nycodenz isotonique allant de 1,03 à 1,28 g/ml et centrifugé à 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 l’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.  

 

  

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

1,02 1,07 1,12 1,17 1,22 1,27

A
ct

iv
it

é 
sp

éc
if

iq
u
e 

re
la

ti
v
e 

Densité (g/ml)

Catalase 

Wt Acox1 -/-

0

2

4

6

8

10

12

14

16

1,09 1,14 1,19 1,24 1,29

A
ct

iv
it

é 
sp

éc
if

iq
u
e 

re
la

ti
v
e 

Densité (g/ml)

Cytochrome-C oxydase 

Wt Acox1 -/-



 
186 

 

  

Discussion 

Générale 



 
187 

V. Discussion  

Les peroxysomes sont des organites multifonctionnels hautement dynamiques dans les 

cellules eucaryotes de toutes les espèces y compris chez l'homme. Ils assurent ainsi plusieurs 

fonctions et contribuent à plusieurs voies cellulaires anaboliques et cataboliques, ce qui les rend 

essentielles pour la santé et le développement chez les mammifères. L’une des caractéristiques 

remarquables des peroxysomes est leur capacité à réagir aux différents stimuli cellulaires et/ou 

environnementaux en modifiant toutes les propriétés qui les caractérisent à savoir : leur 

biogenèse, leur morphologie, leur nombre, leur composition en protéines et leur activité 

métabolique. La majorité des connaissances actuelles sur ces organites cellulaires et leurs rôles 

physiologiques proviennent des différentes études sur les maladies génétiques et 

neurodégénératives provoquées par un dysfonctionnement de peroxysomes, ou bien par une 

déficience de l’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 à 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 à la synthèse des acides biliaires et des phospholipides membranaires, à 

la synthèse du cholestérol, à la dégradation de l'acide urique, à l’oxydation des acides gras et 

métabolisme du peroxyde d’hydrogène. Ces deux dernières fonctions étant les plus conservées 

chez tous les organismes des levures à l'homme. 

Les peroxysomes contiennent un ensemble d’oxydases génératrices de H2O2, telles que 

l’acyl-CoA oxydase1 et l’urate oxydase responsables d'environ 20% de la consommation 

d'oxygène dans le foie, mais également une batterie complexe de défenses antioxydantes 

impliquées dans la régulation de l'accumulation de H2O2 et de radicaux superoxydes et évitant 

leur toxicité pour la cellule. Les deux enzymes capitales des peroxysomes sont l’acyl-CoA 

oxydase 1 et la catalase. La première est l’enzyme clé d’une voie métabolique importante, la β-

oxydation des AGTLC, et la deuxième enzyme est l’enzyme qui intervient dans la dégradation 

du peroxyde d’hydrogène. Une déficience de la première provoque une accumulation des 

AGTLC au niveau plasmatique, une démyélinisation et une neuro-inflammation qui sont les 

caractéristiques majeures de l’une des maladies peroxysomales, la P-NALD. Ainsi, une 

déficience en activité catalase provoque un stress oxydant suite à une accumulation des ROS, 

un résultat conséquent qui peut être lié à 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 sévère. Elles présentent aussi une 

augmentation du taux de peroxyde d’hydrogène au niveau hépatique avec une forte prolifération 

des peroxysomes, et une augmentation dans la production des cytokines et macrophages 

montrant la stimulation du système inflammatoire ce qui mène à la fin au développement d’un 

hépatocarcinome suite à l’activation soutenue du PPARα. D’autres études ont montré que la 

déficience en ACOX1 entraine chez le modèle murin Acox1-/- des importants changements au 

niveau hépatique notamment une stéatose inflammatoire par l’activation des gènes régulés par 

PPAR. Cette déficience induit également un stress du RE dû à l’accumulation des AGTLC et 

une perturbation dans la voie de l’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 réalisé une étude in vivo chez la souris. Cette étude portait sur le 

rôle protecteur des substances naturelles dans la régulation du stress oxydatif et du processus 

inflammatoire induit par les LPS chez la souris. Nous avons essayé de mettre en évidence l’effet 

protecteur des différentes substances naturelles à savoir l’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 déjà bien connus. Les souris ont reçu une alimentation mixée soit avec 

de la poudre de graine de cactus ; soit avec de l’huile pendant 25 jours. Malheureusement, à 

cause d’un mauvais fonctionnement de congélateur, les résultats obtenus à partir de ces 

échantillons se sont révélés inexploitables.  

Cependant, le rôle protecteur des extraits de cactus a été étudié in cellulo grâce au 

modèle 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 empêchent la diminution de l’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 révèlent une grande capacité antioxydante et anti-inflammatoire dans la 

modulation de l’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 l’ACOX1. Le mécanisme lié à cette 

régulation différentielles reste inconnu. Cependant, les résultats rapportés dans la littérature au 

niveau hépatique pointent le rôle des cellules de Kupffer (des macrophages hépatiques 
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résidents) dans la réponse du foie vis-à-vis du LPS par la réduction de l’activité ACOX1. 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 délétères sur les 

fonctions cérébrales en particulier dans le cadre de la neuroinflammation et les maladies 

neurodégénératives peroxysomales.  

Un autre objectif de ce travail de thèse 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 à Dijon en utilisant une nouvelle 

technologie CRISPR/Cas-9 pour inactiver notre gène d’intérêt ACOX1. Une partie des résultats 

de ce chapitre a fait l’objet d’une publication scientifique. 

Après confirmation par séquençage de mutation introduite dans le gène Acox1, nous 

avons dans un premier temps validé cette déficience par l’absence de protéine ACOX1 par 

Western blot et de son activité enzymatique. La mesure de l'oxydation de la palmitoyl-CoA a 

été réalisée grâce au suivi de la réduction du NAD+ au niveau de l’enzyme bifonctionnelle, 

deuxième enzyme du système de -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 déjà été signalé dans le foie de souris Acox1-/- (Chu et coll., 2004) ou après inhibition 

spécifique de l'activité de l'ACOX1 chez le rat (Zeng et coll., 2017). En réalité, une telle 

augmentation pourrait être causée par une modification du statut RedOx, telle que rapportée 

précédemment chez les souris Acox1-/-, par l'augmentation du taux hépatique de H2O2 (Fan et 

coll., 1998). En outre, l'expression et l'activité de la catalase sont très sensibles au stress oxydatif 

(Glorieux, et coll., 2015). Il a été prouvé que le déficit en ACOX1 chez les souris ou le l’absence 

d’ACOX1 dans des oligodendrocytes 158N générait un stress oxydatif (Baarine et coll., 2012;  

Huang et coll., 2012). Des régulations épigénétiques ou post-transcriptionnelles peuvent être 

considérées comme des explications possibles de l’activité accrue de la catalase (Glorieux et 

coll., 2015). Compte tenu de l'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 PPARα serait également possible. Les peroxysomes et 

les mitochondries partagent des mécanismes de division et de prolifération très similaires qui 

dépendent en partie de l'activation de PPARα  ( Schrader et coll., 2016). Une étude de l’activité 

enzymatique mitochondriale via la mesure des activités des complexes mitochondriaux est en 

cours pourrait nous aider à mieux expliquer cette relation entre les peroxysomes et les 
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mitochondries dans le cadre de cette déficience. Dans le foie des souris Acox1-/-, une activation 

prolongée des voies de PPARα a été observée (Fan et coll., 1998). L’hypothèse la plus admise 

est qu’un ou plusieurs substrats d’ACOX1 s’accumulent et servent d’activateurs de PPARα         

( Huang et coll., 2012) . Parmi ces substrats, les VLCFA ont été décrits en tant que ligands de 

PPARα (Hostetler, et coll., 2006; Hostetler, et coll., 2005). L'analyse lipidique des cellules 

déficientes en ACOX1 a confirmé l'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 

modèle cellulaire, une analyse préliminaire de gènes sensibles à PPARα, tels qu’ACOX1 ou 

Pex11b, a montré une induction faible qui ne permet pas de démontrer clairement l'implication 

de PPARα (données non présentées). Il est à noter que des mécanismes de prolifération des 

peroxysomes indépendants de PPAR ont déjà 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 réalisés sur les cellules BV-2 déficientes en ACOX1 ont été réalisés pour la première 

fois. Ils ont pour objectif de comparer et vérifier les différences entre les organites de ces 

cellules à savoir la répartition et la distribution de leurs activités enzymatiques dans les cellules 

BV-2 Acox1-/-, avec un intérêt 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 grâce à la présence de trois enzymes marqueurs : la β-

galactosidase, la β-hexosaminidase et la cathepsine-C ; les résultats montrent le même profil de 

distribution des organites de ces trois enzymes dans les fractions avec un maximum d’activité 

dans la fraction L d’intérêt. On remarque aussi une légère augmentation de l’activité spécifique 

relative de la β-galactosidase lysosomale dans les cellules BV-2 déficiente en ACOX1 par 

rapport aux cellules contrôles.  

Concernant la fraction mitochondriale lourde M, une fraction enrichie en mitochondries, 

dans laquelle l’activité enzymatique de la cytochrome C oxydase devrait être maximale. Or, 

dans les cellules BV-2, les résultats montrent que cette activité est repartie entre les deux 
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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 être expliqué par 

la présence de plus de mitochondries dans la fraction L. Ces résultats devraient être confirmés 

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 l’activité de la mesure 

de l’enzyme ACOX1 dans ces fractions, il était connu depuis longtemps que la fraction « L » 

dite mitochondriale légère est une fraction enrichie des lysosomes et peroxysomes et comme 

ACOX1 est une enzyme peroxysomale, on s’attend à avoir un maximum d’activité 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 l’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 légère enrichie 

des lysosomes et peroxysomes dans les cellules Wt.  Mais, cette activité est quasiment la même 

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 l’intensité du signal mesuré dans ces fractions cellulaires. D’autres études 

suggèrent que la déficience en ACOX1 induit un stress oxydant au niveau du RE.  

La mesure de l’activité de α-glucosidase alcaline enzyme marqueur du RE, dont 

l’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 l’activité enzymatique est 

quasiment la même dans les deux types cellulaires avec une légère augmentation de cette 

activité dans les cellules BV-2 Acox1-/-.  
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La DPP-III, 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 l’absence des autres organites. Nous n’observons pas de 

différence entre les deux types de cellules. À signaler que dans cette fraction, aucune des autres 

activités ne devraient être 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 même 

densité après avoir déposé les mêmes 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 l’accumulation des AGTLC pourrait perturber les membranes 

peroxysomales et interférer avec le mécanisme d’import des protéines peroxysomales menant 

ainsi à des morphologies anormales ou bien à l’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 espèces. 

 

L’analyse de l’expression en RT-qPCR de l’ARNm de l’ACOX1 des cellules BV-2 

Acox1-/- montre une expression comparable à celle des cellules BV-2 contrôles. Dans ces 

cellules BV-2 Acox1-/-, l’absence d’activité et de la protéine sont dus à l’insertion d’un 

nucléotide T provoquant un décalage du cadre de lecture au cours de la traduction de l’ARNm 

muté Acox1. 

 L’expression génique de l’ACOX1 est dépendante de la coactivation transcriptionnelle 

par le coactiovateur PGC-1. L’analyse de l’expression de du gène codant pour la PGC-1α 

n’est pas affecté par cette déficience et ne montre aucune différence du niveau d’expression de 

PGC-1α dans les cellules BV-2 Acox1-/- par rapport au BV-2 Wt. Le PGC-1α est également 

connu comme étant un coactivateur des facteurs intervenant dans la biogenèse et le métabolisme 

mitochondriale. Le même résultat a été déjà 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 l’ARNm PGC-1α ne montre pas de 

variation.  

Une étude préliminaire réalisée en absence de tout stimulus pour la mesure de l’expression 

de ARNm des cytokines inflammatoire a montré l’augmentation de l’expression des IL-1β et 

IL-4 avec une diminution du niveau de l’expression de TNF-α et IL-6. Alors qu’il n’y a pas de 
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différence dans le niveau d’expression d’IL-10 dans les cellules BV-2 Acox1-/- par rapport au 

BV-2Wt. Or, ces résultats restent à confirmer par d’autres expériences en présence d’un 

stimulus comme le LPS. Des résultats déjà publiés ont montré l'induction d’IL-1β et d'IL-6 dans 

dès les cellules BV-2 lors d'une stimulation par LPS (Qin et coll., 2016). L'induction observée 

de l'IL-1β et la répression de l'IL-6 sont inhabituelles et suggérant que le défaut peroxysomal a 

déclenché une voie inhabituelle de régulation de l’inflammation.  
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Conclusion et perspectives 

I. Conclusion  
 

Les travaux réalisés au cours de cette thèse 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 l’hétérogénéité des structures des différents sérotypes de LPS utilisés.  

Dans un premier temps, nous avons caractérisé l’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 sérotypes ont révélé une légère augmentation de la 

viabilité des cellules BV-2.  

 

• Un effet différentiel du LPS entre les deux activités peroxysomales ACOX1 et 

catalase dans les cellules microgliales BV-2. 

 

• Le LPS issu Salmonella minnosota a un effet uniquement sur l’activité catalase 

mais aucun effet sur l’activité ACOX1. 

 

• Les extraits issus de la raquette de cactus empêchent la réduction associée aux 

traitements LPS des activités catalase et ACOX1. 

 

• 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.  

 

• Les différentes formes de LPS issus des 4 types de LPS favorisent les réponses 

différentielles entre l’oxydation des AG peroxysomaux et la fonction 

antioxydante peroxysomale.  
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Dans le but d’étudier les conséquences d’un déficit peroxysomal, le deuxième volet des 

travaux de cette thèse a consisté à caractériser des cellules BV-2 microgliale déficiente en 

ACOX1 préparé dans notre laboratoire en utilisant une nouvelle technologie CRISPR/Cas9 

pour invalider le gène ACOX1. Ces travaux ont montré :  

• L’absence de la protéine ACOX1 a été confirmée par western blot et la mesure 

de l’activité spécifique de cette enzyme.  

 

• L’augmentation de l’activité de la catalase dans ces cellules causée par une 

modification du statut RedOx en lien avec le stress oxydatif. 

 

• Peu de changement de la taille et de la densité des peroxysomes dans les cellules 

BV-2 déficientes en ACOX1 comme les montrent les résultats du 

fractionnement sur le gradient Nycodenz.  

 

• Des modifications dans la plupart des activités enzymatiques qui caractérisent 

les différents organites à savoir les activités mitochondriales et lysosomales 

comme les montrent la mesure de ces activités dans les fractions subcellulaires 

purifiées. 

 

• Une augmentation dans les niveaux de la production de certaines cytokines 

inflammatoires dans les cellules BV-2 Acox1-/- en absence de tout autre stimulus.  

  

II. Perspectives   
 

La nouvelle lignée microgliale BV-2 déficiente en ACOX1 a été bien caractérisée sur le 

plan biochimique qui ressemble à 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 

l’existence de ces observations dans la nouvelle ligne BV-2 Acox1-/-. 

Il sera intéressant d’évaluer l’effet de la déficience en ACOX1 sur le métabolisme 

mitochondrial par l’étude des différentes activités des complexes mitochondriaux. Dans ces 

cellules BV-2 déficiente en ACOX1, il serait indispensable de décortiquer le mécanisme qui 
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fait un lien entre cette déficience en ACOX1 et les altérations des fonctions mitochondriales, à 

savoir l’étude de l’état de respiration mitochondriales, le potentiel membranaire mitochondriale 

et l’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 biogenèse 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 l’utilisation du modèle de cellules BV-2 pourrait s’avérer cruciale dans le criblage des 

activités de molécules purifiées à partir de cette plante.   

Il sera essentiel de poursuivre l’étude de ces effets anti-inflammatoires et antioxydants chez 

un modèle animal comme la souris.  
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Titre : Effets d’extraits de cactus sur la modulation du stress oxydant et du processus inflammatoire 

liés à 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 sévère associée à un déficit dans la β 
-oxydation des acides gras à très long chaine. À cause du rôle clé de ce déficit peroxysomal microglial dans la physiopathogenèse de la déficience 
en ACOX1, nous avons utilisé la lignée microgliale BV-2 comme modèle : (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 grâce à la méthode CRISPR-Cas9. Dans la première partie des travaux, les cellules BV-2, 
activées par exposition à quatre sérotypes de lipopolysaccharides (LPS), montre un lien entre la structure du LPS et l’effet sur la β-oxydation 
des acides gras et les enzymes antioxydantes dans le peroxysome : les LPS dérivant d’Escherichia coli diminuent l’activité ACOX1 alors que 
les LPS de Salmonella minnesota réduisent l’activité catalase. Remarquablement, les différents extraits de cactus stimulent l’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 suggèrent que les extraits de cactus auraient une activité neuroprotectrice sur les cellules microgliales activées à 
travers l’induction d’activités anti-oxydantes peroxysomales et l’inhibition de la production de NO. Dans la deuxième partie des travaux, la 
caractérisation de la lignée BV-2 déficiente en ACOX1, portant des mutations alléliques, confirme l’absence de la protéine et de l’activité 
ACOX1. Bien que ces cellules aient une croissance plus faible, elles ne montrent pas de modifications morphologiques détectables. Par contre, 
l’activité catalase, due à l’enzyme peroxysomale dégradant l’H2O2, est augmentée. Les études par fractionnement subcellulaire et par 
ultracentrifugation en gradient Nycodenz révèlent une modification de la densité et de la taille de peroxysomes. De plus, ces cellules microgliales 
déficientes montrent une profonde modification de l’expression des gènes liés à l’inflammation (IL-1b, IL-4, TNF-α) et particulièrement 

l’expression de la protéine CCL2/MCP-1 impliquée dans la neuro-inflammation. Cette nouvelle lignée microgliale déficiente en ACOX1 révèlent 
les mêmes dérégulations biochimiques que celles décrites chez les patients déficients en ACOX1 et représente donc un modèle pour l’étude des 
conséquences du déficit de la β-oxydation peroxysomale dans la microglie sur les fonctions peroxysomales, le stress oxydatif, l’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 β-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 β-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 H2O2-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- α ) 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 β-oxidation defect on peroxisomal functions, oxidative stress, inflammation and cellular 
functions. 

 


