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CHAPITRE 1

INTRODUCTION

Le systéme nerveux central (SNC) a longtemps été considéré comme un site
immunoprivilégié a cause de la présence de la barriere -hémato-encéphalique -(BHE).
De plus, il semblait dissimulé du systéme immunitaire par le peu d’expression des
produits du complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) et I’absence de drainage
lymphatique (Renaud et al. 2015). Cependant, au cours des derni¢res décennies,
I’accumulation d’évidences scientifiques impressionnantes a fait s’écrouler ce modele.
En effet, de nombreuses manifestations du systéme immunitaire peuvent étre mises en
évidence aussi dans le SNC, notamment lors de maladies auto-immunes, de maladies
inflammatoires, lors de simples 1ésions du tissu nerveux central ou encore apres injection
d’une puissante immunotoxine bactérienne, le lipopolysaccharide (LPS) (Wen et al.

2017, Shabab et al. 2017).

Aujourd’hui, il est clair que méme si I'accés de I’immunité périphérique au SNC
est restreint et étroitement contrdlé par la BHE, le SNC posséde son propre arsenal pour
se prémunir et réagir face a une variété de stimuli. La tache est laborieuse pour le SNC,
car il doit en permanence jongler entre les conséquences néfastes liées a une infection et
celles proactives li€es au déclenchement d’une réaction inflammatoire. Le SNC a donc
évolué pour éviter au maximum le déclenchement de mécanismes cellulaires
inflammatoires dont les conséquences ne sont pas controlables. Cette fagon unique de
gérer ’inflammation ainsi que les premiéres étapes de la réaction immunitaire, a travers
un drainage soluble plutot que cellulaire, tient aux propriétés particuliéres des différentes
composantes du parenchyme nerveux. S’il n’y a maintenant plus de doute quant a
I’existence d’une réaction inflammatoire dans le SNC, et a Iutilisation de la
signalisation des cytokines et chimiokines pour controler ses actions (Galic, Riazi, and

Pittman 2012), force est aussi de constater que la réaction inflammatoire du SNC se



comporte de fagon suffisamment différente de son homologue périphérique pour mériter

’appellation particuliére de « neuro-inflammation ».

1.1 Le syst¢tme immunitaire du cerveau
1.1.1 La barriére hémato-encéphalique

Premiére protection du SNC,‘ la BHE est une barriére physiologie, a corﬁposante
cellulaire, dans le cerveau et la moelle épiniere séparant le parenchyme cérébral de la
circulation sanguine. Elle permet le maintien de I’homéostasie cérébrale et offre une
protection contre les agents pathogénes circulants. En effet, dans le SNC, les cellules
endothéliales des capillaires du SNC sont non fenestrées, contrairement a la majorité des
cellules endothéliales périphériques. Ces cellules sont reliées entre elles par des
jonctions serrées constituées de protéines transmembranaires telles que les occludines,
les claudines et JAM (junctional adhesion molecules) (Figure 1.1). Les jonctions
adhérentes sont assurées par ’interaction entre des protéines transmembranaires, les
cadhérines. Ces derniéres sont a leur tour liées au cytosquelette a I’aide de protéines
adaptatrices, telles que ZO1, ZO2 (zonula occludens protein 1 et 2) et des caténines.
En somme, les conséquences sont d’une part une absence de flux intercellulaire due aux
jonctions serrées et d’autre part un flux transcellulaire réduit (Renaud et al. 2015;

Daneman and Prat 2015).

De plus, la lame basale des capillaires sanguins, entourant les cellules
endothéliales, constitue un rempart supplémentaire. Elle assure un support physique
pour ’arrimage et la migration de certaines cellules par ’expression d’intégrines.
Egalement, elle agit comme barriére contre le passage de cellules ou de macromolécules
indésirables de par sa constitution matricielle composée de collagéne de type IV, de

laminine, de protéoglycanes et de fibronectine.



Quant aux péricytes, ils sont distribués sur 20 a 30 % de la surface des cellules
endothéliales et régulent leur différenciation et leur prolifération. Grace aux propriétés
contractiles de leurs projections cellulaires qui entourent les cellules endothéliales, ils

peuvent modifier le diamétre des vaisseaux sanguins en réponse a 1’activité neuronale.

Finalement, la glia limitans vient compléter la BHE en recouvrant plus de 99 % de
la surface des capillaires du SNC (Figure 1.1). Les pieds astrocytaires qui la forment
sont reliés entre eux par des jonctions communicantes et adhérentes. La glia limitans
régule la morphologie et la perméabilité de la BHE en contrdlant I’expression de
certaines protéines des cellules endothéliales. De maniére intéressante, il a été démontré
que les astrocytes sont capables de restaurer les propriétés des cellules endothéliales
cérébrales in vitro, ce qui pourrait étre di a des facteurs solubles tels que TGF-f1
(transforming growth factor B1), GDNF (glial derived neurotrophic factor), bFGF
(fibroblast growth factor) (Ramsauer, Krause, and Dermietzel 2002).

Jonction communicante
SNC

Jonctions serrées et adhérentes

Figure 1.1 = Schématisation de la BHE (Renaud et al. 2015).



1.1.2 Les cellules de 1a neuroimmunité

Deuxiéme protection du SNC, les cellules gliales, qui participent a
I’environnement des neurones et sont capables d'immunité dynamique. D’abord, les
cellules gliales (glioblastes) apparaissent pendant le développement embryonnaire, aprés
les neuroblastes, mais avant les cellules gliales radiaires, puisque ces derniéres
apparaissent méme avant la fin de la neurogenese (Figure 1.2). Autrefois, on pensait la
fonction des cellules gliales réduite au maintien et au support des neurones. Depuis les
années 1990, cette vision est révolue et il est maintenant bien établi que ces cellules

contribuent a plusieurs autres fonctions, notamment la protection du SNC.

Figure 1.2 Principales structures dérivées de la zone du manteau du tube neural
(Tirée de http://www.embryology.ch).
A) Créte neurale, B) Tube neural, C) Mésenchyme mésodermique,
D) Tube neural. 7a) Neuroblaste apolaire, 7b) Neuroblaste bipolaire,
7¢) Neuroblaste unipolaire, 7d) Neurone mature, 8a) Glioblaste, 8b)
Astrocyte protoplasmique, 8c) Astrocyte fibrillaire, 8d) Oligodendrocyte,
9a) Cellule mésenchymateuse, 9b) Cellule microgliale.

En effet, suite a une insulte, les cellules gliales sont activées et participent a la

cicatrisation ou a la réaction immunitaire, c’est le mécanisme de « gliose réactive ».



Il y a alors un changement de leur conformation, une modulation de 1’expression des
récepteurs cellulaires et la production d’une panoplie de médiateurs inflammatoires.
Ainsi, I'immunité cérébrale sera modulée par les astrocytes, les oligodendrocytes et les
neurones, mais surtout par les cellules microgliales. En effet, lorsqu’il est question
d’inflammation au sein du SNC, c’est la microglie, la cellule résidente & vocation
immune du tissu, qu’on accuse d’emblée de débordements. L’accusation est d’autant
plus facile puisqu’on la retrouve en tout temps dans les zones enflammées et, qui plus
est, avec sa morphologie de cellule «activée » dont il sera question a la

sous-sous-section 1.1.2.4 de ce mémoire (Figure 1.3).

s Astrocytes activés
Cellules microgliales Cellule de défense -
activées periphértque '
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Figure 1.3  Interaction entre les neurones et les cellules gliales dans un contexte de
neuro-inflammation (Renaud et al. 2015).



1.1.2.1 Les astrocytes

D’origine neuroectodermique, les astrocytes sont les cellules les plus abondantes
du SNC, représentant 40 % de la totalité de la population de cellules gliales (Lee and
Suk 2017). IIs participent a la formation et le maintien de la glia limitans de la BHE
grice a leurs extensions cytoplasmiques, régulent le flux sanguin, assurent
I'approvisionnement en nutriments et le métabolisme énergétique du SNC, participent a
la neurotransmission,  la détoxification du milieu extracellulaire notamment par capture
du glutamate, et maintiennent la balance ionique du milieu extracellulaire. Les astrocytes
sont également bien outillés pour assister la microglie dans sa fonction de sentinelle et
de défense immunitaire (Farina, Aloisi, and Meinl 2007; Gimsa, Mitchison, and
Brunner-Weinzierl 2013). Ils expriment le toll-like receptor (TLR) 3 de fagon
constitutive et peuvent étre stimulés pour exprimer plusieurs pattern recognition
receptor (PRR), ils sont donc aptes a reconnaitre et a réagir 4 un large éventail de

situations dangereuses auquel est soumis le SNC (Renaud et al. 2015).

Lors de leur activation, les astrocytes deviennent hypertrophiques, proliférent et
modifient leur expression génique. Ils sécrétent un bon nombre de facteurs pro-
inflammatoires servant a attirer les cellules de défense périphériques et a faciliter leur
migration dans le parenchyme cérébral (Figure 1.3). lls expriment des récepteurs
éboueurs, via lesquels ils contribuent & la phagocytose, et produisent les molécules du
CMH de classe 11, leur permettant d’activer les lymphocytes T auxiliaires. Leur capacité
a présenter des antigénes, comme le fait la microglie, reste cependant controversée.
Leur activation les améne a diminuer leur internalisation de glutamate et a perturber le
réseau astrocytaire en diminuant la production de connexine 43, ce qui contribue, de
surcroit, au caractére neurotoxique de la réaction inflammatoire (Gimsa, Mitchison, and

Brunner-Weinzierl 2013).

Bien qu’ils participent & fond aux processus pro-inflammatoires lorsqu’ils sont
activés, les astrocytes répondent néanmoins a I’interleukine (IL)-1f par la sécrétion de

facteur de croissance transformant (TGF)-B et par la libération de différents facteurs



neurotrophiques qui soutiennent la réparation de la BHE, la remyélinisation,
le remodelage de la matrice ainsi que la survie des neurones et des oligodendrocytes.
Grace a I’expression du récepteur immunorégulateur CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-
associated protein 4) et I’expression constitutive du ligand de Fas, les astrocytes
controlent I’activation des lymphocytes T et peuvent déclencher 1I’apoptose des cellules
de défense activées respectivement. Lors d’une situation d’inflammation chronique,
les astrocytes activent davantage les lymphocytes du sous-type Th2 qui ont un profil
plus immunorégulateur que le sous-type Thl pour le SNC (Jager et al. 2009). De plus,
certains signaux d’agression permettent aux cellules astrocytaires de se dédifférencier en
cellules gliales radiaires qui promeuvent la multiplication des cellules souches
neuronales et leur migration vers le site de lésion via ’expression d’autres facteurs

neurotrophiques (Miiller, Snyder, and Loring 2006).

Enfin, les astrocytes sont particuliérement reconnus pour leur role dans la
formation de la cicatrice gliale. En effet, lorsqu’ils sont activés, ils se multiplient
abondamment, circonscrivent le site d’inflammation, occupent les espaces créés par la
mort ou la phagocytose de cellules neuronales, et produisent des éléments de la matrice
extracellulaire comme I’acide hyaluronique. Bien que cette réaction de défense a pour
but d’inhiber la propagation de I’inflammation et d’offrir un effet restructurant, la
formation de la cicatrice gliale a comme conséquence d’inhiber la migration et la

différenciation des cellules souches neuronales (Miiller, Snyder, and Loring 2006).

1.1.2.2 Les oligodendrocytes

On distingue deux types d’oligodendrocytes : les oligodendrocytes myélinisants,
localisés dans la substance blanche ou ils forment la gaine de myéline des axones, et les
oligodendrocytes satellites, localisés dans la substance grise ou ils entourent les somas
neuronaux. Les oligodendrocytes partagent la méme origine neuroectodermique que les
astrocytes et les neurones (Figure 1.2). Ils établissent une relation symbiotique avec les
neurones et ils sont essentiels au développement et a la survie des axones (Friihbeis et al.

2013; Wake, Lee, and Fields 2011; Baumann and Pham-Dinh 2001) (Figure 1.3).



Comme les autres cellules du SNC, les oligodendrocytes expriment des PRRs,
notamment le TLR2 et TLR3, qui leur permettent de réagir a certains signaux de danger.
Les conséquences de I’engagement de ces récepteurs restent a ce jour mal connues,
mais elles devraient se répercuter sur I’ensemble du réseau d’influence des
oligodendrocytes. En effet, les oligodendrocytes forment un réseau relativement vaste
impliquant autant les astrocytes que les neurones, avec lesquels ils sont en lien par le
biais de jonctions communicantes ou associés par la gaine de myéline respectivement.
Ces cellules peuvent enrober jusqu’a une cinquantaine d’axones distincts (Friihbeis et al.

2013).

Si les oligodendrocytes peuvent participer activement a la mise en place d’une
immunité innée par 'intermédiaire de leurs TLRs, ils peuvent aussi étre eux-mémes
générateurs de danger. Trés sensibles au stress oxydant, tout comme ils le sont & la
toxicité du glutamate ou a celle de I’ATP, les oligodendrocytes peuvent causer des
dommages sérieux a leur environnement et entretenir 1’inflammation sans étre

nécessairement les cellules initialement visées par I’agression (Renaud et al. 2015).

1.1.2.3 Les neurones

Les neurones jouent un role primordial dans I’établissement de 1I’immunité du
SNC, tant en amont qu’en aval de la réponse (Figure 1.3). D’une part, tout comme les
astrocytes, les oligodendrocytes et les cellules microgliales, les neurones expriment
quelques PRRs, par lesquels ils pergoivent les signaux de danger présents dans
leur environnement. De plus, ces cellules expriment plusieurs récepteurs pour les
cytokines leur permettant, en situation d’agression, d’ajuster leur participation a
I’immunosuppression. Les neurones expriment le récepteur TLR3 qui peut étre activé
par ’ARN double brin, le PAMP (pour Pathogen associated molecular patterns)
déclencheur. Lors de sa dimérisation, le TLR3 participe a l'immunité antivirale par
l'intermédiaire des interférons (IFNs) de type I, c’est notamment le cas lors d’une

infection par le virus neurotropique de la rage (Renaud et al. 2015).



D’autre part, les neurones agissent en tant que médiateur de 1’inflammation,
en atténuant les effets pro-inflammatoires de I’imposant arsenal de la microglie.
La régulation des cellules microgliales par les neurones implique a la fois des contacts
cellule-cellule et des facteurs solubles contribuant a freiner I’inflammation. La majorité
de ces protéines sont exprimées de fagon constitutive créant d’entrée de jeu un milieu
immunosuppresseur capable de contenir les débordements de la microglie.
Principalement, ces protéines interférent avec les voies de signalisation en inhibant des
kinases essentielles, notamment celles de la famille des MPAK (mitogen-activated
protein kinase) et les Pi3K (phophoinositide 3-kinases). Elles permettent de réduire
I’expression de facteurs de transcription comme c-jun ou c-myc, ou d’inhiber leur
translocation nucléaire comme Nrf2 (nuclear factor erythroid 2-related factor 2) ou
NF-xB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells). Ainsi, elles
contribuent a diminuer la production de cytokines inflammatoires et de dérivés toxiques
de l'oxygene (ROS) ou de I’azote (NO) dés que la microglie se trouve activée.
Egalement, les neurones sont en mesure de contrdler 1’apoptose des cellules microgliales
activées grace a l’expression constitutive du ligand Fas. Elles peuvent restreindre
I’activation de la microglie via ’expression constitutive de TGF-B et la fractalkine
soluble, puis amplifier leur production en situation traumatique. De plus, en situation de

crise elles peuvent sécréter 1’IL-10.

Finalement, les neurones soutiennent également un milieu immunosuppresseur
grice a un grand nombre de neurotransmetteurs et de neurotrophines. Sous I’influence
de ces facteurs immunorégulateurs, les cellules microgliales produisent moins de
cytokines inflammatoires, diminuent leur stress oxydant et réduisent I’expression de
molécules du CMH. Ainsi, la microglie supporte moins I’activation des cellules de

défense périphériques ayant accédé au parenchyme nerveux (Renaud et al. 2015).

1.1.2.4 La microglie

La microglie constitue en moyenne 5 & 20 % de ’ensemble des cellules gliales

(Lee and Suk 2017). Les cellules microgliales sont originaires du sac vitellin, a partir
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d’un précurseur érythromyéloide CSFIR+ (colony stimulating factor 1 receptor)
commun aux macrophages résidents (Gomez Perdiguero et al. 2014). Trés tot, elles
colonisent le neuroépithélium ou elles poursuivent leur différenciation dans
I’environnement particulier du SNC. Tout au long de la vie, elles conservent un pouvoir
de régénération qui leur permet a la fois de maintenir leur population et de répondre aux
demandes ponctuelles (Ajami et al. 2007). Aprés la naissance, une sous-population de
cellules microgliales semblerait dérivée de source hématopoiétique par I’infiltration de

monocytes dans le parenchyme neuronal (Chen et al. 2010).

Les cellules microgliales sont dotées d’un trés vaste potentiel d’activité.
Tout d’abord, elles exercent un rdle primordial dans le développement normal du SNC
grace a leur activité phagocytaire qui permet I’élimination des corps apoptotiques
présents en grande quantité et le déclenchement d’apoptose neuronale lors de
I’embryogenése (Streit 2001; Paolicelli et al. 2011). De plus, les cellules microgliales
sont essentielles a la structuration du SNC, ainsi qu’a I’exercice des fonctions nerveuses
supérieures, un role dont on commence a peine a percevoir I’importance (Tremblay et al.
2011). Au niveau du cerveau adulte, les cellules microgliales sont ubiquitaires et elles
possedent des extensions cytoplasmiques qui se chevauchent trés peu et se meuvent
rapidement. Elles sont en mesure d’explorer leur environnement de maniére constante et
elles se métamorphosent en fonction des stimuli qu’elles pergoivent. De maniére
intéressante, 1l semblerait que I’ensemble du parenchyme cérébral est exploré au moins
une fois toutes les 6 heures par les cellules microgliales (Nimmerjahn, Kirchhoff, and

Helmchen 2005).

Toutefois, les cellules microgliales sont le mieux connues pour leur implication
dans des situations traumatiques ou elles assurent la premiére ligne de défense du SNC.
Elles sont particulierement bien équipées pour percevoir les perturbations de leur
environnement, car elles expriment tous les PRRs identifiés & ce jour en plus des
récepteurs pour les molécules du complément, Fc (Fragment cristallisable), les
cytokines, les chimiokines, les prostaglandines et les récepteurs de mort (Boche, Perry,

and Nicoll 2013). La reconnaissance de la perturbation induit le passage de 1’état de
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repos a celui d’activation, permettant dans un premier temps d’éliminer la source du

déréglement et par la suite de favoriser le remodelage et la régénération.

Les cellules microgliales deviennent activées en présence de divers signaux de
danger, notamment un agent pathogéne, un tissu endommagé, une stimulation anormale,
une neurotoxine, une infection ou une blessure (Hanke and Kielian 2011). Lors de leur
activation, elles entreprennent des changements, autant morphologiques que
phénotypiques. Elles adoptent un profil amiboide avec des processus raccourcis qui
facilitent 4 la fois leur division et leur déplacement. Elles sont recrutées soit directement
par ’agent pathogéne lui-méme, soit par des chimiokines libérées par les autres cellules
neuronales alertées du danger. Ainsi, les cellules microgliales oscillent entre deux états
extrémes : un état d’activation classique (M1) et un état d’activation alternatif & vocation
réparatrice (M2) (Boche, Perry, and Nicoll 2012) (Figure 1.4). Les phénotypes des
cellules microgliales, sont principalement déterminés par leur environnement et les

stimuli externes auxquels ils répondent (Figure 1.3).

I Pro-inflammatory

PAMPS (LPS etc.)
DAMPS (ATP etc.)

_—> IL-1B, IL-6, TNF-a
CCL2, ROS, NO

LPS
IFN-y

M1 microglia Y
™, Inhibition

o 7 —> IL-10

l Anti-inflammatory |

Microglia (resting) IL-13

M2 (M2a) microglla

Figure 1.4  Phénotypes des cellules microgliales (Nakagawa and Chiba 2014).

D’une part, les cellules microgliales activées de maniére classique arborent un
phénotype pro-inflammatoire et souvent de nature neurotoxique. Elles sécrétent un large
éventail de cytokines pro-inflammatoires, induisent la polarisation Thl, expriment des
chimiokines, iINOS (inducible nitric oxide synthase) et COX (cyclooxygénase)-2,
produisent des ROS et NO, augmentent 1’expression des CMH de classes I et II et des
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facteurs de costimulation, sécrétent de la métalloprotéinase matricielle et elles possedent
un pouvoir phagocytaire accru. Egalement, dans son état pro-inflammatoire, la microglie
peut altérer 1’étanchéité de la BHE, attirer les leucocytes (lymphocytes, monocytes et
granulocytes), faciliter leur déplacement dans la matrice extracellulaire, présenter des
antigénes, soutenir I’activation de I’immunité spécifique et mettre hors d’état de nuire
les agents perturbateurs. Cependant, elle a aussi le pouvoir de causer des dommages
collatéraux souvent irréversibles au SNC. Ce potentiel autodestructeur des cellules
microgliales activées est tempéré par les propriétés immunosuppressives du milieu, en

grande partie attribuables aux neurones.

D’autre part, dans son état réparateur, la microglie arbore plutét un profil
immunomodulateur. Elle privilégie un métabolisme aérobique, augmente de maniére
accrue l’expression de récepteurs éboueurs, privilégie la synthése de COX-1 au
détriment de COX-2, synthétise I’arginase-1 et sécrete divers facteurs neurotrophiques et
d’éléments matriciels. Egalement, elle favorise I’angiogenése et stimule la génération de
nouveaux oligodendrocytes, astrocytes, voire méme de neurones, a partir de cellules
souches toujours présentes dans le parenchyme nerveux adulte. Ainsi, elle permet la

réparation des tissus I€sés et le retour a I’homéostasie (Renaud et al. 2015).

1.1.2.5 Les cellules de défense périphériques

En situation normale, peu de leucocytes arrivent a s’échapper du systéme
vasculaire et a entrer dans le SNC. De plus, les cellules de I’immunité périphérique qui
entrent dans le SNC, occupent des niches stratégiques sans jamais pénétrer le
parenchyme. Elles patrouillent comme elles le font en périphérie et elles possédent tous
les attributs qui leur permettent de réagir efficacement a 1’agression (Ransohoff and
Engelhardt 2012; Takeshita and Ransohoff 2012; Ousman and Kubes 2012). Bien que
leur infiltration soit limitée au sein du SNC, les leucocytes permettent d’assurer une
immunosurveillance dont I’importance n’est nullement négligeable si on se référe aux
dommages causés par leur suppression (Ousman and Kubes 2012). En effet, il a été

démontré que dans le cas du JC polyomavirus, un virus ubiquitaire chez 1’humain, I’arrét
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de I’immunosurveillance di a des thérapies immunosuppressives, entraine une
leucoencéphalopathie multifocale progressive, une maladie du SNC généralement

mortelle (Ousman and Kubes 2012).

En situation d’agression, la BHE devient plus perméable et permet davantage le
passage des cellules immunitaires périphériques. D’une part, I’étanchéité de la BHE est
modifiée par les cellules du parenchyme qui s’activent et libérent des cytokines pro-
inflammatoires dans le milieu. D’autre part, les cellules du parenchyme liberent des
chimiokines qui guident les cellules de défense, y compris les granulocytes, et les
autorisent a pénétrer au sein méme du parenchyme nerveux (Bechmann, Galea, and
Perry 2007). Egalement, les macrophages participent au recrutement des cellules de
I’immunité périphérique grace a la production de facteurs de croissance, la modification
des cellules endothéliales, puis par la sécrétion de métalloprotéinases qui facilitent les
déplacements (Figure 1.3). Le recrutement de ces cellules dans le SNC est un
mécanisme naturel de notre corps pour soutenir la résolution des anomalies et restaurer

I'homéostasie du SNC.

Cependant, les cellules de I'immunité périphérique peuvent aussi alimenter la
neuro-inflammation et promouvoir des événements neurodégénératifs secondaires.
Entre autres, il a été mis en évidence que dans la sclérose en plaques, suite a un
traumatisme ou une ischémie, ’infiltration leucocytaire dans le SNC est importante et
I’activité de ces cellules est centralisée dans les régions démyélinisées, indiquant un rdle
crucial dans la progression de la maladie (Bogie, Stinissen, and Hendriks 2014).
Heureusement, pour contrer les risques encourus, les cellules du SNC limitent le temps
de vie des cellules de défense en provenance de I’extérieur ou les réorientent vers des
phénotypes plus immunorégulateurs, notamment par I’expression constitutive du ligand

Fas ou de TGF-B dans I’environnement nerveux.
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1.1.3 L’activation de la microglie

Au niveau d’un cerveau sain, les cellules du parenchyme nerveux promeuvent un
environnement immunosuppressif, afin de préserver 1’intégrité des fonctions du cerveau.
Tel que discuté précédemment, cette immunosuppression est supportée, entre autres, par
le facteur TGF-, I’activité des neurones et la BHE. Toutefois, sous certaines conditions,
tel un traumatisme, les cellules immunocompétentes deviennent activées et produisent
une panoplie de facteurs médiateurs de 1’inflammation. La microglie joue un réle majeur
dans le processus inflammatoire. Elles constituent la premicre ligne de défense du
parenchyme nerveux et son activation incontr6lée peut engendrer de la neurotoxicité
(Shabab et al. 2017). Egalement, il semblerait que les cellules microgliales activées
phagocytent non seulement les débris cellulaires, mais aussi les cellules voisines intactes
(Kim and Joh 2006). Ainsi, la microglie activée est considérée aujourd’hui comme un
important acteur au sein de la progression de plusieurs maladies neurodégénératives,

telles que la maladie d’ Alzheimer (MA) et la maladie de Parkinson (MP).

1.1.3.1 Activation par les pathogeénes

Le recrutement des cellules microgliales est possible grice a la reconnaissance
d’une perturbation interne. Cette reconnaissance est assurée par un ensemble de
récepteurs solubles, membranaires ou cytosoliques baptisés PRRs, dont on connait pour
le moment une vingtaine de membres (Hyunkyoung et al. 2013). Les récepteurs de
I’immunité innée permettent la reconnaissance des pathogénes et du soi modifi¢ (Gordon
2002). Ces récepteurs reconnaissent les PAMPs, telles que des oligosaccharides, des
acides nucléiques modifiés et des glycanes. De la méme fagon, des molécules générées
au cours de stress cellulaires non liés aux infections (DAMP pour damage-associated
molecular pattern) seront reconnues par différents récepteurs de I’immunité innée.
Les DAMPs comprennent des protéines agrégées, modifiées ou mal repliées telles
I’a-synucléine, la protéine Tau ou le peptide f-amyloide (Ap), toutes associées a des
maladies neurodégénératives. Egalement, les DAMPs comptent de simples molécules

comme I’ATP ou le glutamate. Ces derni¢res sont abondamment libérées dans le milieu
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lors de nécroses cellulaires dans le SNC (Tang et al. 2012). Lorsque les PAMPs/DAMPs
sont reconnus par leurs récepteurs, il en résulte une cascade de signalisation recrutant
des protéines adaptatrices et des kinases (Figure 1.5). Cette cascade aboutit a ’activation
de facteurs de transcription, notamment NF-kB et la protéine activatrice 1 (AP-1),
qui modifient de fagon drastique le phénotype cellulaire de cellules microgliales.
Ces modifications se manifestent par ’acquisition de nouveaux récepteurs et par
I’expression d’un large éventail de cytokines et de chimiokines. Ces molécules, via des
actions autocrines et paracrines, guident les cellules de défense au site de 1’agression, -
permettent le déploiement focalisé des mécanismes de défense (phagocytose, production
de ROS, apoptose) et préparent les étapes de la reconstruction. Au contraire de ce qu’on
observe en périphérie ou 1’expression constitutive des récepteurs PRRs est un attribut
plutdt spécifique des cellules de la défense innée, on constate que, dans le SNC, les
astrocytes, les oligodendrocytes et les neurones expriment leur propre répertoire de

PRRs par lequel ils contribuent eux aussi a toutes les étapes de la neuro-inflammation.

Les récepteurs d’épuration (SR pour scavenger receptors) permettent la
reconnaissance et 1’élimination des lipoprotéines modifiées, ainsi que des cellules
apoptotiques, de bactéries ou de substances telles que le peptide AP, généré lors de la
MA (Mukhopadhyay and Gordon 2004). L’expression de la plupart de ces récepteurs,
notamment SR-A, SR-BlI, CD36, RAGE (receptor for advanced glycation end
products), LRP (low density lipoprotein receptor-related protein) et MARCO
(macrophage receptor containing a collagenous domain), a été décrite sur les cellules
microgliales (Alarcon et al. 2005). Le récepteur MARCO en plus de ces fonctions
d’internalisation, interviendrait également dans le changement de morphologie des
cellules microgliales aprés leur activation (Granucci et al. 2003). Bien que la plupart des
récepteurs soient exprimés de maniére constitutive par la microglie néonatale,
I’expression d’autres récepteurs comme SR-A et SR-BI diminue a I’age adulte et n’est
réinduite qu’en cas d’inflammation. A ce jour, la conséquence de I’engagement des
récepteurs d’épuration sur les cellules microgliales a seulement été étudiée au niveau de
I’agrégation de protéines formant des plaques AP au cours de la MA et celle-ci reste peu

caractérisée.
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Les récepteurs de la famille Toll (TLR), initialement décrits chez la drosophile,
comprennent une dizaine de membres. Les TLRs semblent constituer une des plus
anciennes composantes du systéme immunitaire et seraient apparus avant méme la
séparation entre les animaux et les végétaux. Ces récepteurs ont été extrémement
conservés et ont évolué pour reconnaitre les motifs communs des bactéries, virus,
parasites ou champignons. 1ls sont exprimés par les cellules immunitaires innées, tels les
monocytes, macrophages, cellules dendritiques, neutrophiles, lymphocytes NK et les
lymphocytes B et T (Visintin et al. 2001; Mitsui et al. 2004; Sabroe, Dower, and Whyte .
2005; Tang et al. 2012). 1ls se situent a la surface de la cellule (TLR1, 2, 4, 5, 6, 10 11)
ou dans la membrane de vésicules intracellulaires (TLR3, 7, 8, 9). Aprés leur activation,
les TLRs induisent une cascade de signalisation intracellulaire via 1’adaptateur MyD88,
engendrant, I’activation du facteur de transcription NF-kB qui permet la synthése de
génes de cytokines ou de chimiokines (Janssens and Beyaert 2002). Certains récepteurs
possédent des voies indépendantes et aboutissent a 1’activation de divers facteurs de
transcription. Entre autres, le TLR4 engendre I’activation du facteur de transcription
IRF-3 et a la synthése des membres de la famille des génes inductibles par 1’interféron
(IFN) (Oda and Kitano 2006). De plus, les TLRs ont une fonction importante au sein du
SNC, dans la mesure ou leur expression est rapidement augmentée lors de diverses
perturbations du parenchyme nerveux (Kielian 2006). L’expression des TLR3, 4 et 8 a
ainsi été mise en évidence dans les neurones (Wadachi and Hargreaves 2006) et tous les
TLRs ont été détectés dans les astrocytes avec une expression préférentielle du TLR3
(McKimmie and Fazakerley 2005). Dans les cellules microgliales, les TLR 1 a 9
semblent exprimés constitutivement aussi bien chez la souris (Olson and Miller 2004)
que chez ’homme (Jack et al. 2005). Finalement, les agonistes des TLRs sont des
activateurs efficaces des cellules microgliales, en particulier l'acide polyinosinique-
polycytidylique (Poly I-C), le lipopolysaccharide (LPS) (Figure 1.5) et le CpG qui sont
des agonistes du TLR3, TLR4 et TRLY respectivement. Ils induisent la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires, telles que le TNF-a (tumor necrosis factor o) ou I’IL-1P
et NO ou encore favorisent la fonction de présentation antigénique de la microglie

(Olson and Miller 2004).
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Les cellules microgliales peuvent étre activées par la stimulation des récepteurs
au complément (CR). Les cellules microgliales expriment de maniére constitutive les
CR 1, 3 et 4, puis le niveau d’expression est modulé a la hausse suite a 1’activation
(Rotshenker 2003). Ce systéme est composé d'un certain nombre de protéines et de
protéases activées en cascade. Majoritairement, ces récepteurs vont favoriser la
phagocytose des pathogénes ou des débris cellulaires. En outre, il a été démontré que le
CR3 (CD11b/CD18), souvent utilisé pour marquer les cellules microgliales chez la
souris, permettrait une reconnaissance directe de certains motifs bactériens, notamment
le LPS et par conséquent induirait une activation rapide des cellules I’exprimant (Ehlers
2000). Dans les maladies neurodégénératives, il existe une dérégulation de la voie
classique du complément. Des études menées sur des cerveaux de patients atteints de la
MA ont révélé une augmentation de I'immunoréactivité de Clq, C3b, C4d, C5b-9, et
MAC entourant les plaques séniles (Meraz Rios et al. 2013).

Figure 1.5  Schématisation moléculaire de la neuro-inflammation induite par le LPS,
les cytokines pro-inflammatoires et le stress oxydant (Shabab, Khanabdali
et al. 2017).
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1.1.3.2 Activation par les cytokines

Egalement, ’activation des cellules microgliales peut étre régulée par des
cytokines présentes dans l’organisme. Les cytokines sont des substances solubles de
signalisation cellulaire synthétisées par les cellules du systéme immunitaire ou par
d'autres cellules ou tissus. Ces molécules essentielles a la communication de nos cellules
peuvent avoir une action paracrine ou autocrine. Les cellules microgliales expriment un
large éventail de récepteurs pour ces derniéres. Six groupes principaux de cytokines sont
retrouvés au niveau du SNC, soient les ILs, les TNFs, les IFNs, les chimiokines, puis les
CSF (colony stimulating factors). Dans la MA et la MP, ces protéines peuvent étre
importantes dans le développement de la pathologie bien avant ’apparition des premiers
symptomes. Des études réalisées sur des tissus de patients atteints de la MA ont révélé
des niveaux élevés de cytokines pro-inflammatoires telles qu’IL-1p, IL-6, IL-10, TNF-o.
et TGF-B. Il est bien connu que 1’augmentation de ces cytokines est fortement lie a
l'activation des cellules microgliales suite & I’exposition aux agrégats A} (Meraz Rios et
al. 2013). Ce sujet sera plus amplement décrit dans la section 1.2 « La neuro-

inflammation et les maladies neurodégénératives » de ce mémoire.

Les ILs ont été nommés ainsi, car les premiéres observations semblaient montrer
qu’elles étaient importantes pour la signalisation entre les leucocytes. Tous les ILs ne
possédent pas la méme fonction, structure et le méme récepteur. La microglie influence
la survie des neurones en libérant une panoplie d’ILs qui modulent les fonctions des
cellules immunitaires environnantes, et qu’elles sont toxiques pour les neurones ou
bénéfiques. Entre autres, IL-1a, IL-1B, IL-6 et IL-18 sont reconnues pour leur fonction
pro-inflammatoire, tandis qu’IL-4, IL-10 et IL-13 sont plutét immunosuppressives.
L’IL-12 et I’IL-16 jouent un rdle dans le chimiotactisme et la prolifération des
lymphocytes T périphériques (Block and Hong 2005). De fagon intéressante, il a été
démontré in vivo que I'lL-1a et I'IL-1B activent un récepteur commun (IL-1R1), puis
que le blocage pharmacologique de ce récepteur réduit la neuro-inflammation protégeant

les souris de la perte de fonctions cognitives suite a une lésion cérébrale traumatique
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(Newell et al. 2018). De plus, une étude a démontré la capacité d’IL-4 et IL-13 d’induire

la mort des cellules microgliales activées (Yang et al. 2002).

Les TNFs ont ét¢ nommeés ainsi en raison de leur capacité a induire la mort des
cellules tumorales par nécrose. Cependant, aujourd’hui elles sont davantage reconnues
pour leur action en tant que modulatrice inflammatoire qu’inductrice de nécrose.
Cette famille inclut le TNF-a et la lymphotoxine-a (LT-a), autrefois nommée TNF-p.
Ces derniéres possédent les mémes propriétés pro-inflammatoires et pro-apoptotiques.
D’ailleurs, il a ét¢ démontré que le niveau de TNF-a était fortement augmenté dans le
cerveau et le liquide céphalo-rachidien post-mortem de patients atteints de la MP.
Egalement, les chercheurs ont illustré la toxicité induite par le TNF-o sur des neurones
dopaminergiques de cultures primaires de mésencéphales embryonnaires de rats en
démontrant une diminution dose-dépendante des neurones, suite a 1’exposition (McGuire
et al. 2001). Cette cytokine stimule le facteur de transcription NF-kB qui induit
l'expression des molécules pro-inflammatoires et favorise la synthése de facteurs de
survie neuronaux tels que la calrétinine, l'enzyme superoxyde dismutase du manganese
et la protéine Bcl-2 anti-apoptotique (Kamata et al. 2005). Bien que le TNF-a est une
cytokine qui peut avoir des effets bénéfiques ou néfastes sur différents neurones, il a été
démontré que la suppression a long terme de la voie de signalisation du récepteur du
TNF-a peut supprimer la capacité microgliale a éliminer efficacement les agrégats de
AR, favorisant ainsi son agrégation a des stades précoces et sous-tendant la progression

des changements neuropathologiques de type Alzheimer (Montgomery et al. 2011).

Les IFNs sont des cytokines clés du systéme immunitaire inné impliquées dans la
défense contre les virus, bactéries, parasites et cellules tumorales. L'IFN-y, I'IFN-a et
’IFN-B, sont reconnus pour étre des activateurs puissants de la microglie et leur
expression est, entre autres, modulée en réponse a I’IL-8 et I’'[L-12 (Rock et al. 2005).
L’IFN-y permet d’augmenter I’expression des molécules du CMH I et II, des
costimulateurs CD80 et CD86, des CRs, de molécules d’adhérence comme ICAM-1 a la
surface de la microglie et potentialise donc leurs fonctions de présentation d’antigénes et

de phagocytose. Il entraine également la synthése d’autres cytokines par la microglie
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comme le TNF-a ou I’'IL-6 et contribue a créer une cascade inflammatoire lors d’une
infection (Renaud et al. 2015). Egalement, des études sur la sclérose en plaques
suggerent que les IFN-a et IFN- peuvent moduler le phénotype microglial, influencer le
milieu neuroimmunitaire global, réguler la phagocytose et affecter l'intégrité de la BHE

(McDonough, Lee, and Weinstein 2017).

Les chimiokines sont de petites protéines dont la fonction principale est d'attirer et
d’activer les cellules immunocompétentes vers des sites dans lesquels une réponse
inflammatoire est requise. Les chimiokines fonctionnent par l'activation de leurs
récepteurs couplés aux protéines G et sont divisées en quatre familles, CXC, CC, C et
CX3C. Les astrocytes et les cellules microgliales sont les principaux producteurs de
chimiokines dans le SNC et leurs récepteurs sont observés dans les neurones également.
De plus, les chimiokines et leurs récepteurs participent a la réponse immunitaire du SNC
en favorisant la migration des lymphocytes a partir des organes lymphoides afin d'établir
le processus inflammatoire (Ransohoff, Glabinski, and Tani 1996). Des études ont
démontré la présence de protéines chimiotactiques de monocytes (MCP-1 ou CCL2) et
de récepteurs de chimiokines CCR3 et CCRS dans la microglie réactive qui entourent les
plaques séniles de patients atteints de la MA (Meraz Rios et al. 2013). L'expression
différentielle des chimiokines et de leurs récepteurs favorise la communication cellule
gliale-neurone pour établir une réponse inflammatoire locale, ce qui pourrait favoriser la
phagocytose des protéines AB dans les stades précoces de la MA (Meraz Rios et al.
2013).

Les CSF sont des glycoprotéines qui induisent la croissance et la prolifération
cellulaire. Le CSF multipotentiel (M-CSF) et le CSF granulocyte/macrophage (GM-
CSF) sont des mitogénes puissants pour la microglie en induisant de profonds
changements morphologiques et phénotypiques (Giulian and Ingeman 1988). Des études
ont démontré que le GM-CSF entrainait des modifications moléculaires importantes au
sein de la microglie, lui conférant alors une puissante capacité a présenter les antigénes
(Re et al. 2002). Il semblerait que le M-CSF et le GM-CSF amplifieraient les réponses

inflammatoires au sein du SNC.



21

1.2 La neuro-inflammation et les maladies neurodégénératives

Récemment, plusieurs recherches scientifiques ont permis de faire le lien entre les
maladies neurodégénératives et la neuro-inflammation. En effet, plusieurs maladies
affectant le SNC, telles que la MA, la MP, la maladie de Huntington, la sclérose latérale
amyotrophique, les tauopathies et la dégénérescence maculaire liée a 1'dge (Nagatsu and
Sawada 2006; Mrak and Griffin 2005; Christophe and Anita 2002; Block and Hong
2005; Meraz Rios et al. 2013), sont associées a 1’inflammation chronique des cellules
neuronales. Bien que ces maladies disposent de leurs propres déclencheurs
environnementaux de dommages neuronaux ou d’une mutation génétique spécifique,
I'accumulation progressive de la mort neuronale et l'augmentation de la sévérité de la
maladie au fil du temps constituent un théme unificateur dans les diverses classifications
de la maladie neurodégénérative (Block and Hong 2005). Auparavant, I'inflammation
était considérée comme une réponse passive aux lésions neuronales. Toutefois, de plus
en plus de rapports de recherches indiquent que l'inflammation dans le parenchyme
nerveux peut entrainer la mort et des dommages neuronaux importants, ce qui
- alimenterait alors une boucle de rétroaction positive de mort neuronale. De plus, des
études neuropathologiques et neuroradiologiques indiquent que les réponses neuro-
inflammatoires peuvent commencer avant la perte significative des populations
neuronales dans la progression de ces maladies (Frank-Cannon et al. 2009). Ainsi, alors
que les déclencheurs de diverses maladies neurodégénératives sont divers, la neuro-
inflammation semble étre un mécanisme de base conduisant a la nature progressive de
multiples maladies neurodégénératives. Bien qu'il n'y ait aucune preuve pour soutenir le
role d’une cytokine particuliére dans le déclenchement direct de I'une de ces conditions
neurodégénératives, la neuro-inflammation et la neurotoxicité entrainées par les
cytokines pro-inflammatoires peuvent modifier la progression de la pathogenése dans un
certain nombre de ces maladies. Par exemple, les réactions inflammatoires pourraient
servir de déclencheurs révélant des vulnérabilités génétiques préexistantes et ainsi
contribuer a la dysfonction et a la mort neuronale (Frank-Cannon et al. 2009). Dans les

deux sous-sections suivantes, j’aborderai les découvertes les plus importantes a propos



22

de I’importance de la neuro-inflammation dans la pathogenése de deux maladies

neurodégénératives les plus étudiées.

1.2.1 La maladie d’Alzheimer

La MA représente le trouble neurodégénératif principal chez les personnes agées
(Hirtz et al. 2007). C’est la démence la plus courante représentant a elle seule 70 % des
cas (Solfrizzi et al. 2005). La MA est cliniquement caractérisée par une perte progressive
des compétences linguistiques, suivie par le déclin de la mémoire et la perte de la
localisation spatiale lors d’un stade avancé. Cette maladie neurodégénérative conduit
progressivement a une dépendance psychologique et physique compléte et finalement a
la mort en une ou deux décennies. D’un point de vue pathologique, la perte anormale de
neurones et de synapses, dans le cortex cérébral et certaines régions subcorticales,
entraine une atrophie des régions affectées, incluant le lobe temporal, pariétal et une
partiec du cortex frontal et du gyrus cingulaire (Braak and Braak 1994).
Les caractéristiques pathologiques de la maladie sont la présence de plaques AP
extracellulaires et la présence intracellulaire d’enchevétrements neurofibrillaires
constitués de protéines Tau. D’une part, les plaques AP sont le résultat d'un mauvais
clivage de la protéine précurseur B-amyloide (APP-B) par les B- et y-sécrétases
engendrant la formation d’un peptide AB. Le peptide AB va s'agglutiner a d'autres
peptides AP, conduisant a la formation des plaques amyloides. D’autre part, la formation
de neurofibrilles est due a I’accumulation anormale des protéines Tau qui se détachent
des microtubules et qui s’agrégent entre elles. Ces neurofibrilles finissent par bloquer le
transport axonal et affecter le fonctionnement des neurones. Ce n’est que grice a
l'autopsie que la maladie d'Alzheimer peut étre diagnostiquée avec certitude, mais on
peut également établir un constat clinique fiable grace aux critéres établis en 1984 par
I'Institut national des troubles neurologiques et communicatifs et de 'AVC/Alzheimer's

Disease and Related Disorders Association (NINCDS/ADRDA) (G et al. 1984).

Les causes responsables de l'agrégation des peptides AP et de Ia

dégénérescence neurofibrillaire sont encore inconnues, mais des facteurs génétiques et
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environnementaux contribueraient a leur apparition (Nicolia, Lucarelli, and Fuso 2015).
L'incidence des cas familiaux est faible (5-10 %) et est liée a la présence de mutations
dans des génes codants pour trois protéines différentes, soient préséniline-1, préséniline-
2 et PAPP-B (Sisodia, Kim, and Thinakaran 1999; Duff et al. 1996). Quant aux cas
sporadiques, ils représentent 90 a 95 % des cas totaux et I'dge est I’un des principaux
facteurs de risque. Bien qu'il existe différentes causes génétiques et environnementales,
tous les patients montrent un cadre clinique similaire et développent des lésions
cérébrales identiques; des plaques amyloides constituées de peptides AR et des

enchevétrements neurofibrillaires constitués de protéines Tau.

En 1984, Glenner et ses collaborateurs (GG et al. 1984) ont démontré la présence
de cellules microgliales activées autour des plaques AP de patients atteints de la MA et
suggérerent que ces cellules pourraient étre a 1’origine de 1'accumulation de peptides AB.
En 1988, McGeer et ses collaborateurs (PL, S, and EG 1988) ont suggéré qu’un
processus immunologique a médiation cytokine gliale pourrait sous-tendre la
progression des changements neuropathologiques de type Alzheimer. Ils ont mis en
évidence la présence de cellules microgliales activées surexprimant IL-1, une puissante
cytokine générant une réponse immunitaire, et d’astrocytes activés surexprimant S100B,
une cytokine qui favorise la croissance excessive des neurites, dans la MA et dans le
syndrome de Down (Mrak and Griffin 2005). Ces chercheurs ont suggéré que le
vieillissement, les mutations et les traumatismes pourraient étre des effecteurs de
’activation des cellules gliales et que la surexpression de cytokines telles qu’lL-1 et
S100B pourrait engendrer des cascades autopropagatrices qui, avec le temps,

entraineraient des changements neuropathologiques de type Alzheimer.

A ce jour, plusieurs études génétiques et épidémiologiques ont fourni un apercu
des mécanismes inflammatoires impliqués dans la MA (Lee and Suk 2017; Gu et al.
2010) (Figure 1.6). Entre autres, il a été¢ démontré que le peptide AB peut activer
certaines cellules gliales, notamment les cellules microgliales et astrocytaires via les
TLRs et les récepteurs RAGE (Carrero et al. 2012; Meraz Rios et al. 2013).

Ces récepteurs activent a leur tour les facteurs de transcription NF-«B et AP-1,
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qui induisent la production de ROS et I'expression de cytokines pro-inflammatoires
(IL-1, IL-6, TNF-a). Ces facteufs inflammatoires agissent directement sur les neurones
et stimulent également les astrocytes, ce qui amplifie les signaux pro-inflammatoires,
induisant des effets neurotoxiques. De plus, les médiateurs pro-inflammatoires générés
par les cellules résidentes du SNC induisent la production de molécules d'adhésion et de
chimiokines, qui induisent le recrutement de cellules immunitaires périphériques,
notamment les macrophages, amplifiant ainsi la réaction inflammatoire (Gate et al.

2010).

Disease Modifiers
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Figure 1.6  Mécanismes inflammatoires impliqués dans la MA (Glass et al. 2010).

1.2.2 La maladie de Parkinson

La MP est reconnue comme le deuxiéme trouble neurodégénératif le plus fréquent
apres la MA (Hirtz et al. 2007). Les caractéristiques cliniques de la MP comprennent des

manifestations motrices et non-motrices. Les principales caractéristiques motrices sont



25

’akinésie, la bradykinésie, le tremblement involontaire et rythmique chez les patients au
repos et la rigidité extrapyramidale (hypertonie) dans lequel les principaux groupes
musculaires deviennent raides. Les symptdmes non-moteurs de la maladie, a expression
variable, sont notamment l'anosmie, la dysfonction autonome, la dépression, les
anomalies cognitives, le dysfonctionnement gastro-intestinal, la psychose et les troubles

du sommeil (Whitton 2007).

Le diagnostic clinique de la MP est fondé sur I’existence de trois principaux
symptomes moteurs (triade parkinsonienne) qui inclut I’akinésie, I’hypertonie et le
tremblement au repos (Chaudhuri, Healy, and Schapira 2006). Le diagnostic précis de la
MP nécessite l'identification de deux caractéristiques pathologiques (Dauer and
Przedborski 2003). D’une part, la MP est décrite comme une maladie neurodégénérative
progressive caractérisée par la perte préférentielle des neurones dopaminergiques dans la
substance noire pars compacta (SNpc) au niveau du mésencéphale. Les symptomes de la
MP ne sont apparents que lorsqu’il y a une perte d'au moins 50 % des neurones
dopaminergiques de la SNpc entrainant une réduction de plus de 80 % des niveaux de
dopamine dans le striatum (Deumens, Blokland, and Prickaerts 2002). D’autre part, la
MP est caractérisée par la présence de corps de Lewy composés d’agrégats d'a-
synucléine dans le mésencéphale (Gwinn-Hardy 2002). Les corps de Lewy sont des
inclusions éosinophiles, constituées d'agrégats intracytoplasmiques d'a-synucléine.

Ils sont généralement arrondis avec un noyau éosinophile et un halo péle environnant.

Bien que la MP soit un trouble li¢ a 'dge touchant environ 3 % des personnes de
plus de 65 ans et 4-5 % des personnes de plus de 85 ans, 5-10 % des patients ont
moins de 40 ans (Alves et al. 2008). Des études épidémiologiques et des analyses
pathologiques démontrent que 95 % des cas de la MP surviennent de maniére tardive
(CM 2003), tandis que les 5 % restants sont observés a des périodes précoces dans des
groupes familiaux spécifiques (Mizuno Y 2001). Bien que la majorité des cas de la MP
ne puissent pas étre li€s a un facteur causal spécifique, la nature génétique de la MP a été
liée & des mutations dans plusieurs geénes tels que parkine, l'ubiquitine C-terminal

hydrolase-L1 et l'a-synucléine (Gwinn-Hardy 2002).
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Outre les facteurs génétiques, plusieurs facteurs environnementaux ont été associés
a la dégénérescence neuronale dans la MP. Ceux-ci incluent des toxines, la dysfonction
mitochondriale et la mort cellulaire induite par les radicaux libres et le stress oxydatif
(Schapira 2004; Ben-Shachar, Zuk, and Glinka 2002; Hoehn MM 1998). L'implication
de l'inflammation dans la pathogenése de la MP a longtemps été remise en question,
jusqu'a ce que McGeer et ses collaborateurs (PL, S, and EG 1988), démontrent une
augmentation du nombre de cellules microgliales activées et une régulation a la hausse
des molécules du CMH chez les patients atteints de la MP. A ce jour, plusieurs études
ont suggéré que le stress oxydatif dérivé de l'inflammation et la toxicité dépendante des
cytokines peuvent contribuer a la dégénérescence des voies nigro-striées et accélérer la
progression de la maladie chez les personnes atteintes de la MP idiopathique. L'existence
de processus inflammatoires en cours pouvant contribuer a la progression de la MP est
confirmée par la présence de cellules microgliales activées, 1'accumulation de cytokines
pro-inflammatoires, l'activation de la voie NF-kB, des dommages oxydatifs aux
protéines et au cerveau des patients atteints de la MP (Hirsch and Hunot 2009; McGeer
and McGeer 2008) et la plupart des modéles expérimentaux de la MP (Bournival et al.
2012) (Figure 1.7). De plus, quel que soit le nombre d'années de la maladie, les patients
atteints de la MP idiopathique présentent une inflammation nettement plus élevée que
les témoins en bonne santé dans les régions pons, ganglions de la base, striatum, ainsi
que dans les régions corticales frontale et temporale (Gerhard et al. 2006).
Cette découverte surprenante suggere que 1’activation de la microglie au niveau de la
voie nigrostriée pourrait se produire t6t dans la maladie et/ou en paralléle avec la perte
de terminaisons dopaminergiques. Prises ensemble, ces études suggerent fortement que
la microglie peut étre activée tot dans le processus pathologique et rester amorcée, ce qui
la rend capable de répondre de maniere robuste et aberrante aux stimuli subséquents
augmentant ainsi le stress oxydatif induit par l'inflammation sur les populations
neuronales vulnérables. Egalement, selon plusieurs chercheurs, dans le cas ou la neuro-
inflammation ne se produit pas dans les premiers stades du dysfonctionnement
des neurones dopaminergiques, la libération d’a-synucléine par les neurones
dopaminergiques mourants est susceptible de favoriser une infiltration plus poussée des

cellules microgliales activées pour éliminer les débris neuronaux et les d’a-synucléine
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(Kim and Joh 2006; Kim Seung and de Vellis 2005). L’activité phagocytaire des cellules
microgliales est associée a des sursauts respiratoires et semble renforcer le stress

oxydatif auquel s’expose la population restante de neurones dopaminergiques.
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Figure 1.7  M¢écanismes inflammatoires impliqués dans la MP (Glass et al. 2010).

1.3 Les acides gras

Les acides gras (AG) appartiennent a la grande famille des lipides et ils sont des
chaines carbonées dont une des deux extrémités est pourvue d’un groupement acide
carboxylique (Figure 1.8). Ils sont les constituants majeurs des différentes classes de
lipides, soient les triglycérides, les phospholipides, les sphingolipides et minoritairement
les esters de cholestérol. Les triglycérides représentent 95 a 98 % des lipides
alimentaires ingérés. Ils sont constitués d’une molécule de glycérol estérifiée par trois

AG. lls peuvent étre classés briévement en acides gras saturés (AGS) et acides gras
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insaturés (AGI). Les AG se distinguent selon la longueur de leur chaine d’atomes de
carbone (de 4 a 22) et le nombre de doubles liaisons entre les atomes de carbone qu’ils
contiennent. A titre d’exemple, 1’acide butyrique (C4 :0), le PA (C16 :0) et Pacide
arachidique (C20 :0) comportent respectivement une chaine de 4, 16 et 20 atomes de
carbone. La plupart des AG, aussi bien dans I’alimentation que dans 1’organisme,

comprennent 16 a 18 atomes de carbone.
HHHHHHHHH
\

N | | | | | | | | |
M G=C=6-0-C-C-C-C-C-h
O HHHHHHHHH
H

O

Figure 1.8  Structure générale d'un acide gras.

Dans les cellules, les AG sont les éléments de structure des membranes
biologiques et ils interviennent comme pourvoyeurs d’énergie, ainsi que dans la
signalisation cellulaire et la modulation de I’expression de nombreux génes.
Dans l‘organisme, les triglycérides, situés principalement dans les tissus adipeux,
constituent la forme principale de stockage de 1‘énergie. Quant aux phospholipides,
ils ont davantage un rdle structurant, car ils sont des constituants des membranes
cellulaires et en assurent entre autres la fluidité. Finalement, les sphingolipides sont
également présents dans les membranes cellulaires, mais ils jouent plutdt un réle au
niveau de la reconnaissance et la signalisation cellulaires. Les AG sont apportés a notre
organisme par 1’alimentation et/ou par la synthése de novo qui se déroule principalement
au niveau hépatique (Kusakabe et al. 2000). Le contenu en AG de notre organisme est
un équilibre régulé entre 1’apport et/ou la production, et le catabolisme de ces AG par la

B-oxydation.
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1.3.1 Les acides gras saturés

Les AGS sont des AG totalement saturés en hydrogéne au niveau de leurs atomes
de carbone et leurs liaisons entre les atomes de carbone sont simples. Ils sont constitués
d’une chaine qui varie de 4 a 20 atomes de carbone (Figure 1.9), puis ils sont synthétisés
par I’homme en particulier dans le foie, le cerveau et le tissu adipeux (Agence nationale
de sécurité sanitaire de l'alimentation 2011). Leur synthése est trés variée. A titre
d’exemple, I’acide palmitique (PA; C16:0) est I’AG le plus intensément synthétisé a
partir de I’acétyl-coenzyme A, dans une voie qui va directement de 2 a 16 carbones.
Les AGS a plus longues chaines sont produits en moindre quantité par élongation dans
les tissus et les AGS plus courts sont synthétisés par des tissus spécialisés comme la

glande mammaire en lactation (Tai, Chirala, and Wakil 1993).
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Figure 1.9  Structure de différents acides gras saturés.

En plus de leur origine endogéne, les AGS sont apportés abondamment par

I’alimentation. A ce jour, il est bien démontré que les AGS ont des origines,
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des métabolismes et des fonctions différentes et qu’on ne doit surtout pas les considérer
comme constituant un ensemble homogéne (Legrand and Rioux 2010). Les AGS se
retrouvent notamment dans les produits animaux (lait, fromage, beurre, viande, lard,
etc.), mais également dans les huiles végétales. Dans I’alimentation humaine occidentale
(Western diet), les produits qui contribuent le plus & I’apport d’AGS sont les viandes et
des produits laitiers, ainsi que les produits de panification industrielle et les
viennoiseries. Plus précisément, la majorité des huiles végétales alimentaires contiennent
une fraction d'AGS relativement faible. A titre d’exemple, les AGS représentent environ
seulement 10 % des AG totaux dans l'huile de tournesol et 13 % dans I'huile de mafs et
’huile d'olive. Cependant, par le biais de I’hydrogénation, I’industrie agro-alimentaire
transforme une partie des AGI en AGS. Un sous-produit de cette transformation est

I’ AG trans (margarine) produit par isomérisation et provenant des AG cis.

Les AGS a courtes chaines sont les principaux produits de la fermentation
bactérienne colique des glucides et des acides aminés provenant de substrats exogénes et
endogénes. Il a été démontré que I’acide butyrique (C4:0) exerce une action cellulaire
sur ’entrée en apoptose de plusieurs types de cellules tumorales, par son effet régulateur
sur les déacétylases d’histones (Entin-Meer et al. 2007). Ceci constitue sans doute une
explication de son rdle protecteur contre le développement du cancer colorectal

(Sengupta, Muir Jane, and Gibson Peter 2006).

Pour leur part, les AGS a chaines moyennes (C6:0 acide caproique, C8:0 acide
caprylique, C10:0 acide caprique), contenu surtout dans 1’huile de noix de coco, sont
particulicrement intéressants, car ils sont de rapides pourvoyeurs d’énergie (Bach and
Babayan 1982). En effet, ils sont captés par les entérocytes de 1’intestin, puis acheminés
dans la veine porte avec passage obligé dans le foie ou ils peuvent étre directement
oxydés et servir comme source d’énergie. Cette caractéristique physiologique principale
permet de les distinguer des AGS a longues chaines qui, aprés leur intégration dans
les chylomicrons, empruntent d’abord le circuit lymphatique pour atteindre ensuite la
circulation générale ce qui leur donne la possibilité de se déposer dans le tissu adipeux et

une moindre possibilité d’étre catabolisé dans le foie (Petit et al. 2007). De plus, les
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AGS & chaines moyennes semblent avoir un rdle neutre, voire plutot protecteur, contre
I’adiposité chez ’homme (Nosaka et al. 2003). Enfin, il est rapporté €également qu’ils ne
sont pas associés au risque de maladies cardiovasculaires, contrairement au AGS a

longues chaines (Hu et al. 1999).

Finalement, les AGS a longues chaines (C > 10) sont les plus abondants dans
I’alimentation. Ils comprennent les acides laurique (C12:0), myristique (C14:0),
palmitique (C16:0) et stéarique (C18:0). Les AGS a longues chaines sont en partie
convertis par désaturation en AG mono-insaturés (AGMI). Cependant, |’efficacité¢ du
processus est significativement différente et croissante avec la longueur de la chaine
(Legrand et al. 2002). Le PA est le plus activement synthétisé par I’homme, tout en étant
le AGS le plus abondant dans I’alimentation. Son accumulation est maximale dans tous
les tissus. Par ailleurs, I’acide myristique est davantage catabolisé (B-oxydé) que le PA et
sa demi-vie est plus courte que ce dernier (Rioux, Lemarchal, and Legrand 2000).
Enfin, notons que certains métabolites issus du métabolisme des AGS a trés longues
chaines (C > 18), par exemple la sphyngomyéline, occupent une place importante dans
la structure des membranes nerveuses, notamment dans la myéline (Bourre, Daudu, and

Baumann 1976).

1.3.1.1 L’huile de palme et I’acide palmitique

Avec plus de 50 millions de tonnes produites chaque année, ’huile de palme est
I’huile végétale la plus consommée au monde représentant 35 % de la consommation
mondiale en 2017 (Greenpeace 2017). L’huile est extraite par pression a chaud du
mésocarpe des fruits d'Elaeis guineensis (palmier a huile), un arbre originaire d'Afrique
tropicale dont est aussi tirée I’huile de palmiste, plutdt extraite du noyau de ses fruits.
L’huile est I’ingrédient traditionnel des cuisines d'Afrique, d'Amérique du Sud et d'Asie,
puis elle est actuellement massivement utilisée dans les pays non producteurs pour la
fabrication d'aliments transformés, en remplacement des graisses animales (beurre) et
des huiles végétales frans. L’huile de palme est notamment prisée par 1’industrie agro-

alimentaire pour les qualités suivantes; semi-solide a température ambiante, go(it neutre,
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résistante a la chaleur et résistante a I’oxydation. Elle est donc un adjuvant idéal pour les

produits transformés.

Comparativement a la plupart des autres huiles végétales telles que les huiles
d’olive et de tournesol, I’huile de palme non raffinée contient une grande quantité
d’AGS (40-50 % des AG total), la majorité étant sous forme de PA (Fattore and Fanelli
2013). Le PA, également appelé acide cétylique ou acide hexadécanoique, est composé
de 16 atomes de carbone (C16 :0) et il est classé parmi les AGS a longues chaines
(Figure 1.10). Chez I’homme, PA est I’AGS le plus abondant dans le plasma et, avec le
stéarate, il constitue 90 % des AGS circulantes (Weigert et al. 2004).

HO\H/\/\/\/‘\/\/\/\/

O

Figure 1.10  Structure de PA (C16 :0).

Depuis le début du XXIe siécle, il existe des controverses au sujet de ’huile de
palme et de son impact sur la santé humaine, ainsi que de I'impact de sa production sur
l'environnement lié a la culture des palmiers a huile. D’une part, certains critiquent sa
haute teneur en AGS. De fait, une méta-analyse reprenant toutes les études scientifiques
publiées sur le sujet conclut que I’huile de palme a un impact négatif sur le taux de
cholestérol semblable a celui des graisses animales, pas beaucoup plus faible que celui
des graisses trams, et bien plus fort que celui des huiles végétales riches en AGI
(olive, arachide, etc.) (Sun et al. 2015). D’autre part, certaines organisations non
gouvernementales dénoncent, quant a elles, le développement des plantations de
palmiers a huile, car il entraine une importante déforestation en Malaisie, Indonésie et
Papouasie-Nouvelle-Guinée, et constitue une grave menace pour diverses espéces
animales vivant dans ces foréts et déja en danger d'extinction (orang-outan, gibbon,

tigre, etc.).
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Ainsi, face aux conséquences sur la santé humaine liées a la consommation de
I’huile de palme dans les produits agroalimentaires industriels, le PA est une molécule
prometteuse pour étudier le potentiel role pro-inflammatoire des AGS a longues chaines

sur ’homéostasie du SNC.

1.3.1.2 Réle inflammatoire de ’acide palmitique au niveau des tissus périphériques

Au cours des derniéres décennies, la recherche s'est concentrée sur I'examen des
impacts de la consommation a long terme de régimes riches en graisses typiques des
pays développés occidentaux, mieux connus comme la Western diet. En effet, ce type de
diete est I’une des principales causes de l'obésité, qui est de plus en plus répandue dans
ces pays (Astrup et al. 2007). C’est un probléme de santé¢ publique important, car
’obésité est étroitement associée a un risque accru d’une myriade de maladies,
notamment le diabéte de type II, les maladies cardiovasculaires, les troubles gastro-

intestinaux et respiratoires, les accidents vasculaires cérébraux et de nombreux types de

cancer (ASPC 2016).

Plusieurs études récentes ont permis d’apporter un bon nombre d’informations
plus précises, notamment en ce qui a trait aux taux plasmatiques élevés d’AG libres dans
le plasma des personnes obéses et leur implication dans la modulation du systéme
immunitaire (De Pablo Manuel and De Cienfuegos Gerardo 2000; Riera-Borrull et al.
2017). En effet, la consommation chronique et soutenue d’AGS, entraine une
inflammation du tissu adipeux blanc (Figure 1.11), du foie et du muscle squelettique
impliqués dans la pathogenése des maladies métaboliques incluant le diabéte de type II
(Bergman and Ader 2000) et I'athérosclérose (Singh et al. 2002). A titre d’exemple,
I’avénement d’une réponse immunitaire chronique chez des patients diabétiques est
supporté, entre autres, par la présence de concentrations élevées de cytokines pro-
inflammatoires telles qu'lL-6 et le TNF-a dans leur circulation sanguine (Pickup et al.
2000; Kern et al. 2001).
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Dans le méme ordre d’idées, des études récentes indiquent un effet pro-
inflammatoire spécifique des AGS, notamment PA, sur plusieurs types cellulaires.
Notamment, selon Laine et ses collaborateurs (Laine et al. 2007), dans les monocytes
humains, des cellules du systéme immunitaire, PA active la signalisation inflammatoire
et induit la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. Ce sont les céramides, des
métabolites spécifiques des AGS a longues chaines (Chavez et al. 2003), via l'activation
des kinases p38 et JNK et du facteur de transcription c-Jun, qui activent les voies de
signalisation médiatrices de la sécrétion des cytokines (Westwick et al. .1995;
MacKichan and DeFranco 1999). Egalement, il a été démontré que PA induit
l'expression d'IL-6 dans les myoblastes humains (Weigert et al. 2004), les cellules
endothéliales (Staiger et al. 2004) et les adipocytes (Ajuwon and Spurlock 2005).
Les génes des cytokines pro-inflammatoires sont régulés au niveau transcriptionnel par
plusieurs facteurs de transcription, dont AP-1, NF-xB et CREB (C-AMP Response
Element-binding protein) (Hwang, Kim, and Lee 2016; Guha and Mackman 2001).
L'activité des facteurs de transcription AP-1 et CREB est a son tour régulée par plusieurs
kinases telles que les kinases JNK et p38, qui activent les facteurs de transcription par
phosphorylation (Weston and Davis 2002; Tan et al. 1996; Rolli et al. 1999)
(Figure 1.11). Egalement, il a été rapporté que les AGS & longue chaine favorisent
I'inflammation en activant le TLR4 (Lee et al. 2001). Cela a été encore confirmé dans
des modeles de rongeurs obéses in vivo, qu’un régime riche en AGS a longue chaine
engendre ’activation du TLR4 dans les macrophages et le tissu adipeux (Shi et al.
2006). Enfin, des études in vitro soutiennent également la possibilité que les AGS a

longue chaine soient capables d'activer TLR2 et TLR4 (Huang et al. 2012).
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Figure 1.11 M¢écanisme d’action de PA dans les adipocytes (Palomer et al. 2018).

1.3.1.3 Réle inflammatoire des acides gras saturés au niveau du tissu nerveux

Récemment, plusieurs études se sont intéressées aux effets néfastes d’une dicte
riche en AGS sur la physiologie du SNC (Fraga et al. 2017; Morris et al. 2006; Solfrizzi
et al. 2005). En effet, des études ont démontré que la consommation constante d’AGS
augmente la quantité d'AG dans le cerveau et est & méme d’induire la neuro-
inflammation (Cai 2013; Karmi et al. 2010; Valdearcos et al. 2014). En effet,
I'homéostasie des AG du cerveau peut dépendre de ses niveaux en périphérie puisque les
AG libres peuvent traverser la BHE (Smith and Nagura 2001). Par conséquent, il est
concevable que les régimes riches en AGS puissent augmenter I'absorption cérébrale des
AG libres du plasma a travers la BHE et affecter les fonctions cérébrales (Wang et al.

2014). Enfin, il est déja bien établi que les concentrations plasmatiques d'AG
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augmentent significativement en association étroite avec l'obésité et le syndrome

métabolique (Opie and Walfish 1963; Reaven et al. 1988).

Les AGS sont connus pour influencer en partie les niveaux d'obésité, puisqu’ils
causent une dérégulation et une dégénérescence des noyaux hypothalamiques contrdlant
les comportements de faim et de satiété (Cai 2013; Valdearcos et al. 2014). De plus, les
AGS ont aussi été associées au développement de troubles cognitifs présents dans la MA
et la MP par leur participation aux réponses immunitaires inflammatoires périphériques
(Anstey et al. 2011; Businaro et al. 2012; Xu et al. 2011). En effet, le systéme
immunitaire périphérique influence le SNC par la libération de cytokines ciblant
différents districts cérébraux. Elles peuvent provenir de cellules immunitaires
périphériques et atteindre le SNC en traversant la BHE ou peuvent étre directement
produites dans le SNC par les neurones et les cellules gliales (Watkins, Maier, and

Goehler 1995).

Le cerveau est tres sensible aux médiateurs inflammatoires et de nombreuses
données indiquent que les cytokines peuvent avoir des effets indésirables sur la
cognition et I'homéostasie neuronale (Wilson Craig, Finch Caleb, and Cohen Harvey
2008). Des taux relativement élevés de liaison aux cytokines ont €té démontrés chez la
souris par immunohistochimie dans certaines zones associées a l'apprentissage et a la
mémoire, notamment les régions du cortex et de I'hippocampe (Parnet et al. 2002). 11 est
bien établi que des cytokines comme TNF-a, I'IL-1B et I'lL-6 peuvent perturber les
mécanismes neurophysiologiques impliqués dans la cognition et la mémoire chez le rat
(Jankowsky and Patterson 1999; Shabab et al. 2017). Ainsi, les élévations concertées de
ces cytokines dans le cerveau pourraient jouer un réle majeur dans le développement de
complications neurologiques indésirables de l'obésité et de la consommation d’une dicte

riche AGS.

Des recherches prospectives sur ’homme ont permis I’étude de I'effet de l'apport
en lipides alimentaires, tant au niveau de la quantit¢ que de la composition, sur le

développement de la MA (Morris et al. 2003; Kalmijn et al. 2004; Luchsinger et al.
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2002; Engelhart et al. 2002). Ces études suggérent qu'un régime riche en AGS peut étre
lié¢ au développement de maladies neurodégénératives telles que la MA. D’autres études
expérimentales in vivo chez l'animal ont confirmé la vulnérabilité neurologique a
l'obésité et au régime riche en AGS et ont montré que le dysfonctionnement métabolique
induit par l'alimentation entrainait une inflammation cérébrale accrue, une gliose
réactive et une vulnérabilité aux blessures (Bruce-Keller, Keller, and Morrison 2009;
Pistell et al. 2010). De plus, Valdearcos et ses collaborateurs (Valdearcos et al. 2014) ont
illustré dans un modéle murin in vivo que le gavage intragastrique avec 200 ul de graisse
de lait clarifié (> 60 % d’AGS a longue chaine, dont 35 % de PA), pendant seulement
3 a4 10 jours, induit une augmentation de la sécrétion de TNF-a spécifiquement par la
microglie au niveau de I’hypothalamus. En revanche, le gavage d’un volume
isocalorique d'huile d'olive (> 80 % d’AG]I, principalement de 'acide oléique (OA)) n'a
pas induit I’activation de la microglie. Egalement, ils ont démontré que le gavage avec
de I’huile de coco (> 70 % d’AGS, principalement composée d’AGS a courtes chaines,
en particulier l'acide laurique), engendrait une réaction mitoyenne entre celle de I'huile
d'olive et celle du lait, indiquant que certains des effets pro-inflammatoires des AGS

alimentaires pourraient étre fonction de la longueur de leur chaine.

1.3.1.4 Roble inflammatoire de acide palmitique dans les cellules nerveuses

Puisque I’huile de palme est I'huile végétale la plus consommée au monde et elle
est utilisée abondamment par [’industrie agroalimentaire, il est primordial de
comprendre le potentiel d’action de PA au sein des cellules du SNC pour appréhender
les impacts de sa consommation. Notamment, des études in vitro ont permis de
démontrer le role de PA dans I’induction d’une réaction inflammatoire au sein des
astrocytes et des neurones. Il a été¢ démontré que PA active le TLR4 et induit la sécrétion
de cytokines pro-inflammatoires dans des astrocytes cultivés, puis qu’il module le
traitement amyloide dans les neurones et les astrocytes responsables de la pathogenése
de la MA (Gupta et al. 2012; Patil and Chan 2005; Kim et al. 2017). D’autres études
effectuées sur des cellules souches neurales illustrent que PA peut affecter la

différentiation et la prolifération de ces cellules et qu’il peut induire un stress oxydatif et
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I’apoptose (Wang et al. 2014). Enfin, d’autres recherches ont illustré que dans les
neuroblastes, PA lié a I’albumine active le GPR40, augmente I’expression d’APP et de
BACEI! via les voies NF-kB et HIF-1a, puis induit la production de AP (Kim et al.
2017) (Figure 1.12). Finalement, Sergi et ses collaborateurs (Sergi et al. 2017) ont
illustré que le PA induit la sécrétion d'IL-6 et de TNF-a dans les neurones
hypothalamiques N42 in vitro et de cultures primaires de rats in vivo. Dans les cellules
in vitro, le pic d’expression des cytokines était a 6 h et PA n’induisait pas ’apoptose des

neurones a ce moment.
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Figure 1.12 Me¢écanisme des actions non-génomiques de PA lié a ’albumine dans des
neuroblastes in vitro (Kim et al. 2017).

1.3.2 Les acides gras insaturés

Les AGI sont des AG qui comporte une ou plusieurs liaisons carbone-carbone
(Figure 1.13). Les AGI comprennent les AGMI et les AG polyinsaturées (AGPI).
Les AGMI incluent les oméga-9 et le principal représentant est 1’acide oléique (C18:1;
OA), caractéristique de la diete méditerranéenne (MedDiet) riche en huile d'olive.

Les principaux AGPI sont les oméga-3 et les oméga-6 et leurs précurseurs sont les
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acides a-linolénique et linoléique respectivement. Les oméga-3 et les oméga-6 sont
essentiels pour I'homme, car ils ne peuvent pas étre synthétis€s de novo. L'acide
linoléique produit principalement l'acide arachidonique, alors que I'acide a-linolénique
donne lieu principalement a l'acide eicospaentaénoique et a l'acide docosahexaénoique.
Les principales sources d’AGPI oméga-3 sont les poissons gras (saumon, thon et
maquereau), tandis que les sources principales d’oméga-6 sont les huiles végétales.
A titre d’exemple, 'huile d'olive contient 70-80 % d’AGMI (particuliérement OA) et
8-10 % d’ AGPI (6-7 % d'acide linoléique et 1-2 % d'acide a-linolénique).
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Figure 1.13  Structure de différents acides gras insaturés.

Le role des AGPI a largement été étudié dans les derniéres décennies pour leur
implication sur la santé¢ humaine. En général, les métabolites issus des oméga-6 sont
reconnus pour leurs effets pro-inflammatoires, pro-thrombotiques et hypertenseurs,

tandis que ceux issus des oméga-3 ont globalement un effet inverse (Figure 1.14).
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Le rapport alimentaire optimal entre ces deux classes d'AG est généralement estimé
entre 1 et 4 fois plus d'oméga-6 que d’oméga-3. Cependant, l'alimentation humaine
occidentale apporte en moyenne 16 fois plus d’oméga-6 que d’oméga-3, avec des
valeurs pouvant dépasser 30 fois dans certains régimes alimentaires particuliérement
déséquilibrés. Un excés trop prononcé d’oméga-6 par rapport aux oméga-3 tend a
favoriser le développement de diverses maladies telles que les maladies
cardiovasculaires, des cancers, puis diverses maladies inflammatoires et auto-immunes

(Jouvéne 2016).

Toutefois, les ¢études scientifiques se sont moindrement axées sur les
AGMI, notamment les oméga-9. En effet, les AGMI étaient autrefois généralement
considérés comme étant des AG neutres et I'huile d'olive a €té classiquement utilisée
comme traitement placebo dans des études qui étudiaient les effets des huiles de poisson
sur la fonction immunitaire (Carrillo, Cavia, and Alonso-Torre 2012). Néanmoins,
aujourd’hui, il y a des preuves mettant en évidence que les huiles riches en AGMI ont
des effets qui sont similaires aux effets des huiles de poisson, sur les modéles animaux.
Plusieurs études épidémiologiques telles que 1'étude dite des « Sept Pays », entamée en
1958, a exploré sur plus de 15 500 hommes agés de 40 a 59 ans, pendant quinze ans,
la relation entre certains facteurs de risque et la mortalité coronaire dans sept pays :
Etats-Unis, Finlande, Gréce, ltalie, Japon, Pays-Bas, Yougoslavie. Ces études
épidémiologiques ont montré que dans les pays méditerranéens (Grece, Italie,
Yougoslavie), il y avait une plus faible incidence de mortalité et de maladies
cardiovasculaires que dans les pays nordiques (Etats-Unis, Finlande), réduisant le risque
de développer le syndrome métabolique, le diabéte de type II, certaines maladies
neurodégénératives et cancers (Serra-Majem, Roman, and Estruch 2008; Keys 1980).
Cette diéte (MedDiet) est caractéristique d’une consommation abondante d’aliments
riches en oméga-9, notamment I'huile d'olive riche en OA (Casas, Sacanella, and Estruch

2016).
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Figure 1.14 Métabolisme des oméga-6 et oméga-3 (Tirée de http://key-nutrition.com).

1.3.2.1 L’acide oléique (OA)

L'OA (C18: 1, Figure 1.15) et le PA sont les AG alimentaires et plasmatiques les
plus abondants et représentent 31 % et 27 % respectivement des AG plasmatiques totaux
chez I’humain (Palomer et al. 2018). Comme les AGS, et a la différence des AGPI
essentiels, les AGMI proviennent, d’une part de la synthése endogéne chez I’homme, et
d’autre part de I’alimentation. La synthése endogéne des AGMI est réalisée par la
A-9-désaturase qui introduit une double liaison sur le PA et sur I’acide stéarique,
conduisant a I’OA (oméga-9) (Figure 1.16). L’OA représente la quasi-totalité des AGMI
en nutrition humaine et il est parmi les AG les plus abondants dans la MedDiet.

La concentration de I’OA représente 55 a 83 % des AG totaux constituant I’huile
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d’olive, tandis que celle des autres acides (linoléique, palmitique ou stéarique) varie
entre 3% et 21 % (Rosa, Ramon, and Emilio 2018). De maniére plus évocatrice,
100 g d’huile d’olive contient en moyenne 74 g d’OA (Salas-Salvadé et al. 2014).
D’autres huiles d’origine végétale contiennent également de fortes concentrations en
OA, comme I’huile d’avocat, ’huile de colza, I’huile d’amande ou I’huile d’arachide

(Solfrizzi et al. 2005).
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Figure 1.15 Structure de ’OA (C18 :1 n-9).
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Figure 1.16 Métabolisme des oméga-9 chez ’homme (Delgado et al. 2017).

L’OA est utilisé comme source d'énergie cellulaire, il est également le constituant
de tous les types de lipides, en particulier des triglycérides de réserve (tissu adipeux)
qu’il maintient a 1’état fluide a la température corporelle, grice a sa conformation mono-

insaturée. L’OA est aussi le substrat préférentiel de I’enzyme estérifiant le cholestérol.
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Les esters de cholestérol ainsi formés représentent la forme de transport du cholestérol
au sein des lipoprotéines. De plus, au niveau hépatique, ’OA endogéne favorise la
sécrétion des triglycérides sous forme de VLDL (very low density lipoprotein) (Legrand
et al. 1997). Il est a noter que les dérivés a trés longues chalnes de I’OA (Figure 1.16),
notamment a 24 atomes de carbone, sont importants dans les structures cérébrales,
en particulier dans la myéline 4(Bourre, Daudu, and Baumann 1976). Comme pour les
AGS et AGPI, I’OA est un constituant majeur des phospholipides membranaires et
participe 4 la modulation de l'activité des enzymes, des transporteurs et des. récepteurs
(Delgado et al. 2017). Enfin, on peut affirmer que les AGMI alimentaires pris dans leur
ensemble interviennent dans le maintien de l'intégrité structurelle des membranes
neuronales, déterminent la fluidité des membranes synaptosomales et régulent ainsi la

transmission neuronale (Solfrizzi et al. 2005; Panza et al. 2007).

1.3.2.2 Le role anti-inflammatoire de I’acide oléique

La grande majorité des études in vivo qui se sont intéressées a I’OA sont plusieurs
méta-analyses et études épidémiologiques qui ont analysé la MedDiet et ont démontré
les effets bénéfiques de 1’adhésion a ce régime et notamment de la consommation d’OA.
En effet, plusieurs recherches épidémiologiques ont démontré que l’adhésion a la
MedDiet réduit les risques de maladies cardiovasculaires, de cancer et les démences
telles la MA et la MP (Petersson and Philippou 2016; Romagnolo and Selmin 2017).
Ce régime entraine également une régulation négative des bio-marqueurs inflammatoires
circulants (Urpi-Sarda et al. 2012) et du stress oxydatif (Gongalves-de-Albuquerque et
al. 2016). Enfin, la production de cytokines pro-inflammatoires chez I'homme peut étre
diminuée par les AGMI contenus dans I'huile d'olive (Capurso et al. 2004). De plus, 1l a
été démontré que les AGMI influencent les mécanismes inflammatoires tissulaires,
diminuant la réactivité tissulaire aux cytokines inflammatoires, réduisant l'expression
des molécules d'adhérence cellulaires vasculaires (VCAM-1) et intercellulaires

(ICAM-1) des cellules mononucléées et endothéliales respectivement.
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Chez les souris transgéniques in vivo, il a été démontré qu’une diéte pauvre en
AGS et riche en OA réduit la sécrétion du peptide AP et la neuropathologie de type MA
(Amtul et al. 2010). De plus, chez les rats in vivo, la consommation d'un régime riche en
AGS induit I'expression de la protéine de choc thermique 72 (HSP72) (Thaler et al.
2012), une protéine chaperon impliquée dans la réponse au stress neuronal (Sharp,
Massa, and Swanson 1999). En revanche, le gavage avec de l'huile d'olive riche en OA

n’induit pas I’expression neuronale de HSP72.
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Figure 1.17 Métabolisme d’OA dans les adipocytes et les macrophages (Palomer et al.
2018).

Finalement, quelques études in vitro et axées uniquement sur OA démontrent ses
effets bénéfiques, notamment anti-inflammatoire (Figure 1.17). Entre autres, des études
sur des monocytes et des macrophages in vitro illustrent que les AGS, mais pas les
AGMI, induisent l'activation de NF-«kB, puis l'expression de COX-2 et d'autres
marqueurs pro-inflammatoires (Lee et al. 2001). De plus, lorsque les AGS et AGMI sont
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administrés simultanément, les AGMI diminuent la réaction inflammatoire induite par
les AGS. Enfin, au niveau des astrocytes, I’OA n’augmente pas la sécrétion de cytokines

pro-inflammatoires, notamment TNF-a et IL-6, contrairement & PA (Gupta et al. 2012).

1.4 L’oleuropéine (OLE)

Les effets bénéfiques de la MedDiet ne se limitent pas uniquement aux propriétés
d’OA abondant dans I’huile d’olive vierge extraite & froid du cultivar Olea europaea.
En effet, I'huile d'olive se distingue nettement des autres types d'huiles par le fait que
la méthode d'extraction est faite par processus de nature exclusivement mécanique
(Lopez-Miranda et al. 2007). Ainsi, ’huile d’olive ne conserve pas moins de
230 composés chimiques suite a son extraction. Ces molécules présentes en petites
quantités constituent environ 2 % du poids de I’huile et incluent des alcools aliphatiques
et triterpéniques, des stérols, des vitamines (a, B, B et tocophérols), des phytostérols, des
pigments et des composés volatils, des hydrocarbures (squaléne) et des composés

volatils (Ghanbari et al. 2012; Rosa, Ramon, and Emilio 2018).

L'OLE est le principal métabolite secondaire dans I’huile d’olive incluant ses
dérivés, soient le tyrosol et I'hydroxytyrosol (Figure 1.18). C’est un composé phénolique
de la famille des sécoiridoides et il est présent dans tout le spectre des produits dérivés
d'Olea europaea. Suite a la consommation d'huile d'olive, I’absorption est estimée entre
55 a 66 % de la dose ingérée. L.’absorption chez I’homme est confirmée par I'excrétion
du tyrosol et de I'hydroxytyrosol dans l'urine. Enfin, I’OLE peut traverser la BHE,
notamment il a été détecté dans le parenchyme nerveux de rat aprés ’administration

orale (Angeloni et al. 2017).

Selon plusieurs études, la consommation de I’OLE aurait de nombreux
avantages pharmacologiques. Ceux-ci comprennent des activités anti-oxydantes,
anti-inflammatoires, anti-athérogénes, hypoglycémiantes, anti-tumorales et anti-virales
(Rigacci and Stefani 2016). Il a été démontré par plusieurs recherches que I’OLE peut

exercer un effet neuroprotecteur et a ét¢ associé a la probabilité de prévenir la MA et la
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MP, tout en diminuant leurs effets indésirables connexes (Angeloni et al. 2017;
Khalatbary 2013). Entre autres, I’OLE peut protéger le cerveau contre le stress oxydatif
et I'accumulation de peptide AB (Omar 2010), puis OLE est un inhibiteur de Tau
(Daccache et al. 2011). Finalement, il a été illustré au sein de neurones dopaminergiques
dans un modele de la MP in vitro que ’OLE est une molécule neuroprotectrice,

anti-oxydante et régulatrice de 'autophagie (Achour et al. 2016) (Figure 1.19).
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Figure 1.18 D¢rivés de I’OLE dans I’huile d’olive.

Figure 1.19 Mécanisme d’action d’OLE (Park et al. 2017).
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1.5 Modéles expérimentaux
1.5.1 Les cellules microgliales N9

Les cellules N9 sont une lignée microgliale murine qui fiit immortalisée et trés
bien décrite par Dimayuga (2005) (Dimayuga et al. 2005) (Figure 1.20). Cette lignée
cellulaire exprime les marqueurs de surfaces typiques de la microglie in vivo, comme les
CMH I et II et les récepteurs aux cytokines. Les cellules N9 constituent le modele que
nous avons choisi pour effectuer ’ensemble des travaux expérimentaux de ce projet de
maitrise. En effet, elles sont des éléments cruciaux du systéme immunitaire inné du
cerveau, en raison de leur capacité & phagocyter des bactéries, des débris et des cellules
endommagées, ainsi qu’a sécréter des cytokines pro-inflammatoires (Hauwel et al.
2005). De plus, elles jouent également un réle dans la régulation et le soutien de la
fonction neuronale, puis notre laboratoire a déja beaucoup d’expérience avec ce modele

(Bureau, Longpré, and Martinoli 2008).

Figure 1.20 Cellules microgliales N9.
A) activées (amiboide); B) non activées.

1.5.2 L’endotoxine bactérienne lipopolysaccharide (LPS)

Les lipopolysaccharides (LPS) sont des composants caractéristiques de la paroi
cellulaire des bactéries Gram-négatives. Une molécule de LPS typique a une portion
lipidique A, un oligosaccharide central relativement court et un polysaccharide distal

(O-antigéne) (Figure 1.21). Le LPS et son fragment lipidique A stimulent les cellules du
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systtme immunitaire inné via le TLR2 et TLR4 qui reconnaissent les PAMP.
L’activation de ces récepteurs entraine la production de diverses cytokines pro-
inflammatoires, telles que le TNF-a, I'IL-1 et I'L-6. Le LPS d'Escherichia coli
O111: B4 est utilisé pour la stimulation, notamment des macrophages, des monocytes et
des cellules gliales. Le LPS a été utilisé dans mon projet de recherche comme controle

positif pour comparer I’efficacité inflammatoire de PA.

n=4-40 O-Antigen

Core oligo-
saccharide

!

Cell exterior

Cell interior

Figure 1.21 Structure du LPS (Tirée de http://www.perrin33.com).

1.6 Les objectifs de recherche de ma maitrise

L’importance de contrbler la réaction inflammatoire au niveau du SNC pour ainsi
contrecarrer et/ou prévenir le déclin cognitif et la mort neuronale dans les maladies
neurodégénératives est I’objectif a long terme de mon projet de recherche. En continuité
avec les études déja réalisées au sein du laboratoire de neurobiologie cellulaire de
I’Université du Québec a Trois-Riviéres, nous avons estimé important d’étudier pour la

premiére fois I’inflammation induite par PA dans un modele cellulaire de cellules
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microgliales in vitro et de comparer la réaction inflammatoire a celle engendrée par

I’administration du LPS. Ainsi, mon projet se déclinait en trois objectifs principaux :

1) En premier lieu, j’ai vérifié 1’hypothése que PA induit une réaction

inflammatoire comparable a celle engendrée par le LPS, dans le SNC.

2) En second lieu, j’ai étudié les voies de signalisation de PA en les comparant a
celles déja connues du LPS, c’est-a-dire que j’ai vérifié que PA module les

facteurs de transcriptions NF-kf} et PA-1 via le TLR4.

3) Finalement, j’ai vérifié [’hypothése que OA et OLE, deux composants de
I’huile d’olive, contribuent & diminuer I’inflammation induite par PA lorsqu’ils

sont administrés simultanément ou en pré-traitements.

Pour ce faire, les cellules microgliales N9 ont été traitées avec différentes
concentrations de PA et LPS, notre contrdle pour vérifier I’impact de I’inflammation.
Ensuite, un test de survie cellulaire, MTT, a été effectué apres 3, 6, 12, 18 et 24 heures
de traitement. Aprés avoir mis au point la concentration de traitement de PA, les niveaux
de TNFa, IL-10a et IL-6, dans le milieu de culture cellulaire, ont été mesurés par ELISA.
L’expression de facteurs de transcriptions pro-inflammatoires (NF-xf et JNK) et
d’enzymes pro-inflammatoires (iNOS, COX-2) a été mesurée par western blots.
L’extraction des protéines a été réalisée grace au Nuclear Extract Kit. Ensuite, pour
étudier la voie de signalisation de PA, des inhibiteurs du TLR4 (CLI-095) de NF-xp
(BAY-11-7085) et de JNK (SP600125) ont été utilisés. Finalement, des pré-traitements
avec OA et/ou OLE ont été effectués et les mémes parametres indiqués ci-haut ont été

mesurés pour vérifier leur nature anti-inflammatoire.



CHAPITRE 11

REGULATION DE LA NEURO-INFLAMMATION DANS LES
CELLULES MICROGLIALES PAR L’ACIDE PALMITIQUE,
L’ACIDE OLEIQUE ET L’OLEUROPEINE

Le contenu de ce chapitre fait présentement 1’objet d’une publication en anglais en

voie de soumission dans la revue Molecules.

2.1 Contribution des auteurs

L’auteur principal, Jimmy Beaulieu a réalisé¢ I’ensemble des expériences qui font
’objet de cet article, et a rédigé une premiére version de I’article. Justine Renaud a
fourni une aide précieuse dans la démonstration des techniques ayant servi aux
différentes expérimentations. La Dre Héléne Glémet est la co-directrice de ce projet, elle
a contribué au déroulement de ce projet par le matériel prodigué. La Dre Maria-Grazia
Martinoli est la directrice de ce projet, elle a contribué de fagon significative au
déroulement de ce projet, tant avec le matériel prodigué, qu’avec ses connaissances et
ses conseils judicieux. Elle est responsable du design expérimental de ce projet.
Egalement, elle a révisé en profondeur Darticle scientifique et elle s’occupera de

produire la version finale pour soumission.

2.2 Résumé de P’article

Récemment, plusieurs études ont établi des liens entre l'inflammation et les
maladies neurodégénératives, y compris la maladie d'Alzheimer et la maladie de
Parkinson. En outre, ils démontrent que dans plusieurs types de cellules du systeme
immunitaire périphérique, l'acide palmitique, l'acide gras saturé le plus commun
dans l'alimentation, active l'inflammation et induit la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires. Le but de cette étude était d'évaluer si I'acide palmitique induit une
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réaction inflammatoire dans les cellules du systéme nerveux central comme cela a déja
ét¢ démontré pour I’endotoxine bactérienne lipopolysaccharide, une toxine
inflammatoire bien connue. Notre étude a permis de démontrer, entre autres, que l'acide
palmitique peut directement augmenter la libération de cytokines pro-inflammatoires
dans un systeme de cellules gliales en culture. De plus, nous avons illustré que les voies
de signalisation de I'acide palmitique et LPS partent des éléments communs, telles que
l'activation des marqueurs de transcription NF-x et AP-1 via le récepteur toll-like 4.
Enfin, nous démontrons que l'acide oléique, un acide gras mono-insaturé, et
l'oleuropéine, un polyphénol, tous deux présents dans l'huile d'olive, peuvent diminuer
I'inflammation induite par 1’acide palmitique. Ces résultats sont importants pour établir
que l'acide palmitique, un composant de l'huile de palme, peut interférer dans
I'homéostasie cellulaire du systéme nerveux central et suggerent fortement qu’une
alimentation riche en acide palmitique peut induire une inflammation et éventuellement

favoriser le développement de maladies neurodégénératives.
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Abstract

Recently, several studies have established robust links between inflammation and
neurodegenerative diseases, including Alzheimer's disease and Parkinson's disease.
In parallel, other recent research shows that in several types of cells of the peripheral
immune system, palmitic acid, the most common saturated fatty acid in the diet,
activates inflammation and induces the secretion of pro-inflammatory cytokines.
The aim of this study was to assess whether palmitic acid induces an inflammatory
reaction in the central nervous system as already demonstrated for the
lipopolysaccharide (LPS) molecule, a well know bacterial inflammatory toxin. A key
finding of our study is that palmitic acid can directly increase pro-inflammatory
cytokines release in a microglial cellular paradigm. We also illustrate that the signaling
pathways of palmitic acid and LPS in microglial cells share common elements, such as
the activation of NF-xf3 and AP-1 transcript markers via the toll-like receptor 4. Finally,
we demonstrate that the monounsaturated fatty acid, oleic acid, and a polyphenol,
oleuropein, both present in olive oil, do not trigger inflammation and may decrease
palmitic acid-induced cytokines secretion. These results are important to establish that
palmitic acid, a component of palmitic oil, can interfere with cellular homeostasis of the
central nervous system and suggest that dietary palmitic acid may induce inflammation

and possibly concur in the development of neurodegeneration.

Introduction

Recently, several studies established robust links between neurodegenerative
diseases and inflammation in the central nervous system (CNS) [1]. Indeed, central
inflammation occurs in multiple neurodegenerative diseases with peculiar pathology and
symptoms. While the neuropathological triggers of neurodegenerative diseases are
multifactorial and diverse, inflammation is nowadays accepted as a common basic

feature driving to the progressive neuronal damage and death [2, 3].
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Several cell types have been listed as contributors of inflammation-mediated
neurodegeneration. In particular, glial cells are now regarded as key modulatory, trophic,
and immune elements in the brain [4]. Actually, microglial cells and astrocytes are
sensitive to inflammatory clues and become highly dynamic in response to changes in
their environment. As such, they respond to the surrounding environment by expressing
an activated morphology and expressing pro-inflammatory or anti-inflammatory
cytokines, depending on the external activator stimulus [4]. Activation of glia cells is a
major component of the inflammatory responses. underlying brain injury and
neurodegeneration [5]. For example, it has been demonstrated that in several
neurodegenerative diseases, such as Alzheimer's disease (AD) and Parkinson's disease
(PD), neuro-inflammation is largely mediated by activated microglia [6]. Indeed,
microglial cells, derived from embryonic macrophages, induce, among other actions, the
innate immune responses of the CNS via the secretion of pro-inflammatory cytokines.
In AD and PD, these latter can be fundamental in the development of the specific
pathology, well before the appearance of the first symptoms [2, 7]. Sustained or
uncontrolled activation of microglial cells, leads to chronic inflammation that can
prompt significant neuronal damage, such as a gradual loss of dopaminergic neurons of
nigrostriatal pathway characteristic of PD or the slow damage of cholinergic neurons in
AD [5, 8, 9]. For example, a study demonstrated, in animal models, that high levels of
TNF-a are seen in the AD brain as compared to controls, and behavioural deficits in
these models is reduced by blocking TNF-a [10]. This suggests that inflammatory

cytokine release and its effects are closely related to AD pathology.

In parallel, recent studies indicate a specific pro-inflammatory effect of saturated
fatty acids, for example palmitic acid (PA), on several cell types. PA, derived from
palmitic oil, is the most prevalent saturated fatty acid in the industrialized food.
According to a report by Carine et al. [11], people who are overweight have a higher
proportion of PA among all fatty acids than those who are not overweight. This specific
fatty acid has been shown to activate inflammatory signaling pathways and induces
secretion of pro-inflammatory cytokines in cultured peripheral immune cells, such as

macrophages and monocytes [12-14]. The effects of saturated fatty acid on brain
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inflammation have not been extensively evaluated until now, but there is compelling
evidence that saturated fatty acids are indeed able to alter CNS function. Fatty acids
have long been known to cross the blood—brain barrier [15], and other data further
suggest that high fat diets might modify physiology of astrocytes [16] and modulate
amyloid processing in neurons and astrocytes [17, 18]. Other recent studies have
suggested that mono- and polyunsaturated fatty acids, such as oleic acid (OA) in olive
oil, may play a role in slowing the cognitive decline associated with aging or dementia
[19]. However, only few studies have examined the effect of saturated and unsaturated
fatty acids on microglial cells in vitro to better understand the role of the inflammation

process and the cross-talk of signalling pathways in the central environment [20, 21].

The aim of this study was to verify whether PA induces an inflammatory reaction
in the CNS similar to the bacterial endotoxin lipopolysaccharide (LPS), a well-known
neuronflammatory toxin. We then attested that the signaling pathways of PA has
common elements with that of LPS, such as the activation of NF-xB and AP-1 transcript
markers via the toll-like receptor (TLR) 4 [22, 23]. Finally, we pretreated microglia cells
with a monounsaturated fatty acid, OA, or a polyphenol, oleuropein (OLE), both present
in olive oil, to validate that these two molecules may decrease inflammation induced by
PA. Our results provide further insight into the glia cells contribution to SFA-associated

neuroinflammation.

Materials and methods
Drugs and Chemicals

All reagents and chemicals were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO)

unless stated otherwise.
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Fatty acid preparation

Free fatty acids were complexed to fatty acid-free bovine serum albumin (BSA) as
described previously by Cousin et al. [22] with some minor modifications, with albumin
serving as a vehicle for the free fatty acids [23]. Briefly, PA (C16:0) and OA (C18:1)
were dissolved in 0.1 M NaOH using a water bath. Saturated and unsaturated fatty acids
were solubilised at 70 °C and 37 °C respectively to yield a final concentration of 20 mM.
Then, a 0.5 mM fatty acid frge BSA solution was obtained by dissolving BSA in
deionised>water at 55 °C and mixed with the free fatty acids in order to reach a 1:4 BSA
to fatty acid molar ratio (0.5 mM BSA, 2 mM fatty acid) [24]. The fatty acid BSA
mixture was vortexed for 10 sec followed by 10 min incubation in a waterbath at 55 °C
or 37°C for saturated and unsaturated fatty acids respectively. The fatty acid-BSA
complex was cooled to room temperature (4 °C) and sterilized (0.22 um pore size

membrane filter). All fatty acid-BSA complexes were stored at -20 °C prior to use.

Cell culture and treatments

The microglial cell line N9 (a gift from Dr. L. Valliéres, Centre de recherche,
CHUL, Quebec, QC, Canada) was grown in 10% horse serum in DMEM nutrient
mixture F12 Ham (DMEM-F12) jand cultured in 5% CO3, as already reported [25].

Cells were treated with PA at the concentrations of 50, 75 or 100 uM. These
concentrations were based on previous studies reporting free fatty acid concentrations in
patients with the metabolic syndrome [26]. We also determined the cell viability in
response to fatty acid treatment by dose-response and kinetic studies (data not shown).
Escherichia coli 0111:B4 LPS (2 pg/ml), a potent inducer of inflammation and
activation of microglia [6, 17], was administered as an internal control. Furthermore,
OA, alone or in combination with PA (PA+OA), and OLE were used to assess potential
anti-inflammatory effects on N9 cells [19, 27]. For the combination (PA+OA), OA
(50, 75 or 100 uM) was administered at the same time as PA. The pretreatment with
OLE was administrated 3 h before the treatment with LPS and OLE was used at 10-9 M
as already reported by our group [27]. For intracellular signaling studies, N9 cells were
exposed to 5 uM SP600125, a specific inhibitor of c-jun N-terminal kinase (JNK), 5 uM
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BAY11-7085, a specific IkBa inhibitor or 5 pM CLI-095, a specific TLR4 inhibitor, 1 h
before treatment with PA or LPS [14]. All inhibitors were purchased from Enzo Life
Sciences, NY, USA.

MTT assay

Cell proliferation and/or mitochondrial activity were measured using MTT (3-(4,
5-dimethyltrazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide) assay. Cells, plated in 96-well
plates, were treated for 24 h with three different concentrations of PA (50, 75 or
100 uM), OA or PA+OA in combination. Then, cells were incubated for 3 h at 37 °C
with MTT dye (5 mg/ml), followed by solubilisation in SDS 10% and the absorbance

was measured at the 595 nm with a microplate reader (Thermo Lab Systems).

ELISA

Pro-inflammatory cytokines IL-6 and TNF-a were measured by specific ELISA
kits (BioLegend, San Diego, CA). Following incubation with PA, OA, a mixture of PA
and OA (PA+OA) or LPS, with or without OLE, the cell supernatants were collected
after 24 h and tested for the presence of selected cytokines by ELISA, according to the
protocols supplied by the manufacturer. Microwell absorbance was read at 450 nm and

560 nm with a microplate reader (Thermo Lab Systems).

Measures of protein expression by western blot

Microglial cells were seeded at 25,000 cells/em?. Total proteins were extracted
(Nuclear Extraction Kit, Active Motif, Carlsbad, CA, USA) and concentrations were
determined by bicinchoninic acid quantification (BCA protein assay kit, Pierce
Biotechnology Inc., Rockford, IL, USA). Equal amounts of protein were loaded onto a
12% SDS-polyacrylamide gel. After electrophoretic separation (200 V, for 1 h), proteins
were transferred onto PVDF membranes (0.22 pm pore size, BioRad) at 25 V overnight.

The membranes were blocked for 30 min and incubated overnight at 4 °C with primary
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antibodies anti-phosphorylated-NFkB p65 (pp65), anti-c-Jun, anti-iNOS, anti-COX-2
and anti-B-actin, (1:200, 1:500, 1:400, 1:200, and 1:4000, respectively) (Santa Cruz
Biotechnology, Mississauga, ON, Canada). The blots were then incubated with the
appropriate peroxidase-conjugated secondary antibody (1:10,000) (Santa Cruz
Biotechnology, Mississauga, ON, Canada) for 2 h at room temperature and finally
developed with an enhanced chemiluminescence substrate solution (ThermoFisher
Scientifics, Ottawa, ON, Canada). Immunopositive chemiluminescent signals were
visualized and analysed with the AlphaEase FC imaging system (Alpha Innotech, San
Leandro, CA, USA). Densitometric blot analyses were performed using Imagel

(https://imagej.nih.gov/ij/) software packages. [B-actin blots served as a loading

comparative standard and all immunoblotting results have been accordingly normalized

to B-actin levels.

Statistical analysis

All data are shown as mean + standard error of mean (SEM). Cytokine release,
MTT values and western analysis were analyzed using Student’s unpaired two-tailed
t-test (R software) to compare difference between groups. All data, analyzed at the 95%
confidence interval, are expressed as means = SEM, *, ** and *** represent p < 0.05,
p < 0.01, and p < 0.001, respectively compared to controls (BSA) and #, ## and ###
indicates significant p < 0.05, p < 0.01 and p < 0.001, respectively, decreases in

expression compared with PA.

Results

PA but not OA increase cytokines release

To determine whether elevated lipid content could trigger brain inflammation,
we initially evaluated the effect of the saturated fatty acid, PA, and the unsaturated fatty
acid, OA, on cytokine release in a microglial cell paradigm. First, we conjugated both

fatty acids to BSA as described in Materials and Methods and then we treated microglial
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cells for 24 h at concentrations of 50, 75 and 100 puM. Our results illustrate that PA
induced significant dose-dependent increases of IL-6 from cultured microglial cells
(Fig. 1a). On the contrary, OA had a limited effect on IL-6 release and, more
interestingly, the co-administration of PA and OA (PA+OA) reduced significantly the
secretion of the pro-inflammatory IL-6 compared to the administration of PA alone
(Fig. 1a). Figure 1b shows that PA induces a clear dose-dependent TNF-a release,
while OA does not show any effect on TNF-a secretion. Co-administration of PA and
OA (PA+OA) sensibly reduces TNF-a release when compared to PA alone. In addition,
PA significantly decreased MTT conversion to formazan (Fig. 2), suggesting that PA
induced some degree of mitochondrial dysfunction or cytotoxicity. In contrast, OA did
not cause cytotoxicity at any concentration used in this study (Fig. 2) and the co-
administration of PA and OA (PA+OA) resulted in a significant lower cellular death
suggesting a role for OA in protecting from PA-induced cytotoxicity.
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Fig. 1. Effect of PA and OA and the combination of both (PA+OA) on (a) IL-6 and
b) TNF-a release from cultured microglial cells N9. Cells were exposed to
increasing concentrations of BSA-conjugated PA or OA. Release of IL-6 and
TNF-a was measured after 24 h. Data are represented as % control, BSA. All
data are presented as mean + SEM for three separate experiments. * and **
represent significant increases p < 0.05 and p < 0.01, respectively, in cytokine
release from microglial cells treated with PA, OA and PA+OA as compared
with cells treated with BSA alone.
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Fig. 2. Effect of PA and OA and the combination of both (PA+OA) on MTT
conversion to formazan after 24 h in cultured microglial cells N9. Cells were
exposed to increasing concentrations of BSA-conjugated PA or OA. Data are
represented as % control, BSA. All data are presented as mean + SEM for three
separate experiments. * and *** indicate significant increases p < 0.05 and
p <0.001, respectively, of MTT conversion to formazan in microglial cells
treated with PA, OA and PA+OA as compared with cells treated with BSA
alone.

PA induces cytokine release from microglial cells as compared to LPS

We also measured the inflammatory potential of PA (100 puM). Our data shows
that stimulation of microglial cells with PA resulted in a significant increase of IL-6
release by 3.4 fold compared to control (BSA) (Fig. 3 third column) and that PA can
also increase TNF-a release by two-fold (Fig. 3 sixth column), thus suggesting a strong
pro-inflammatory action of PA analogous to LPS. We used LPS (2 pg/ml), a known
proinflammatory cytokine inducer and activator of microglial cells [6, 17] as positive

control.
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Fig. 3. Effect of PA or LPS on IL-6 and TNF-a release from cultured microglial cells
NO9. Cells were treated with PA (100 puM) or LPS (2 pg/ml). Release of
cytokines was measured after 24 h. Data are represented as % control. All data
are presented as mean + S.E.M. for three separate experiments. *p < 0.05,
**p < 0.01, ¥**p < 0.001 vs. BSA or LPS control.

Oleuropein, a soluble polyphenol, reduces TNF alpha secretion

Since our previous results (Fig. 1) demonstrate a protective anti-inflammatory
effect from OA, we decided to use another derivative of olive oil, OLE, a soluble
polyphenol known to have neuroprotective effects [27]. Our results illustrate that the
administration of OLE (LPS+OLE) on microglial cells, 3 h before the treatment with
LPS, or the co-administration of LPS and OA (LPS+OA) resulted in appreciable
but non-significant decrease of I1L-6 (Fig. 4a). Figure 4b demonstrates that the
administration of OLE alone could clearly decrease TNF-a secretion. However, the
administration of OLE or OA before LPS did not induce a statistically significant
decrease of TNF-a release (Fig. 4b).
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Fig. 4. Effect of OLE and OA on IL-6 and TNF-a release from cultured microglial
cells N9. OA (100 pM) was co-administered with LPS. OLE (10-9 M) was
administrated 3 h before the treatment with LPS (2 pg/ml). Release of cytokines
was measured after 24 h. Data are represented as % control. All data are
presented as mean = S.E.M. for three separate experiments. ** p < 0.01 and
*** p <0.001 vs. Control is culture medium alone.

Inhibitors of JNK, NF-kB and TLR4 pathways, prevent PA-induced cytokine release

Finally, we evaluated the cellular mechanisms whereby PA increases cytokine
release from microglial cells. Specific pharmacologic inhibitors of JNK (SP600125,
5 uM), IxkBa (BAY11-7085, 5 uM) and TLR4 (CLI-095, 5 pM), were administered to
cells 1 h before PA treatment. The cytokine levels were measured after 24 h. Our results
show that all three inhibitors of specific intracellular pathways were able to prevent
significant release of both PA-induced IL-6 (Fig. 5a) and PA-induced TNF-a (Fig. 5b).
In particular, PA treatment after administration of the specific pathways inhibitors
results in an important decrease of IL-6 release when compared to LPS administration.
Evaluation of cytotoxicity by MTT conversion to formazan did not indicate any
presence of cellular death or mitochondrial dysfunction in microglial cells treated with

each inhibitor (Data not shown).
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Fig. 5. Effect of inhibitors of JNK, IxkBa and TLR4 pathways on PA-induced IL-6
release and TNF-a. Microglial cells N9 were treated with PA (100 uM) or LPS
(2 pg/ml) in the presence or absence of a pharmacologic inhibitor of JNK
(SP600125, 5 uM), IxBa (BAY11-7085, 5 uM) and TLR4 (CLI-095, 5 uM).
All inhibitors were administered to microglial cells 1 h before treatment with
LPS or PA. Release of (a) IL-6 and (b) TNF-a was measured after 24 h. Data
are represented as % control of BSA alone (black column) for PA (a) or culture
medium for LPS (b). All data are presented as mean + SEM for three separate
experiments. ** and *** indicate significant increase in cytokine release from
microglial cells treated with PA or LPS as compared with control cells at
p<0.05 p < 0.01 and p < 0.001, respectively. #, ## and ### indicates
significant (p < 0.05, p < 0.01 and p < 0.001) decrease in cytokine release from
cells treated with PA in the presence of inhibitors as compared with cells
treated with PA or LPS alone.

PA but not OA increases expression of microglial cells pro-inflammatory markers, iNOS
and COX-2

Moreover, we evaluated the effect of PA and OA on the expression of markers of
pro-inflammatory signaling pathways, pp65 and c-Jun, and pro-inflammatory enzymes,
iNOS and COX-2. Our results illustrate that PA induced significant increases of pp65
(Fig. 6a), c-Jun (Fig. 6b), INOS (Fig. 6¢) and COX-2 (Fig. 6d) expression after 3.5 h
treatment. OA alone has no significant effect on the same markers and the co-
administration of PA and OA (PA+OA) could only reduce c-jun expression and did not
significantly reduce pp65, iNOS and COX-2 expression as compared to solely

administration PA.
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Immunoblotting analyses illustrating increases in expression of microglial pro-
inflammatory markers of (a) pp6S5, (b) c-Jun, (¢) iINOS and (d) COX-2 as
compared with B-actin expression in cultured microglial cells N9 after exposure
to BSA, PA (100 pM), OA (100 uM) or PA+OA (200 pM). Bottom panel:
representative images of immunoblots. Data are represented as % control, BSA.
All data are presented as mean + SEM from three separate experiments.
* indicates significant increase (p < 0.05) in expression of the microglial marker
treated with PA as compared with cells treated with BSA alone. # indicates
significant decrease (p < 0.05) in expression of the microglial marker pp65 and
c-jun treated with OA as compared with cells treated with PA alone.
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Inhibitors of JNK, NF-xB and TLR4 pathways all prevent PA-induced transcription
factors expression

Our results show that PA alone significantly increase the expression of pp65 and
c-jun (Fig. 7a and 7b second column). Then, we show that BAY-11-7085, which leads
to the inhibition of IkBa phosphorylation and degradation results in a reduction of the
PA-induced pp65 expression although not significant (Fig. 7a), while the inhibition of
JNK by the inhibitor SP600125 results in a significant decrease of PA-induced c-Jun
expression (Fig. 7b). Finally, the inhibitor of TLR4 pathway, CLI-095, induces a slight
decrease of PA-induced pp65 and c-Jun expression (Fig. 7a and 7b, forth column),
although non-significant.
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Fig. 7. Immunoblotting analyses illustrating the expression of the microglial pro-
inflammatory markers (a) pp65 and (b) c-Jun in cultured microglial cells after
3.5 h exposures to BSA or PA. Microglial cells N9 were treated with PA
(100 uM) in the presence or absence of a pharmacologic inhibitor of JNK
(SP600125, 5 uM), IxkBa (BAY11-7085, 5 uM) and TLR4 (CLI-095, 5 uM).
All inhibitors were administrated to microglial cells 1 h before administration
of PA. Bottom panel: representative images of immunoblots. Data are
represented as % control, BSA. All data are presented as mean + SEM
from three separate experiments. * indicates significant increase (p < 0.05) in
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expression of the microglial markers treated with PA, as compared with
cells treated with BSA alone. ## indicates significant decrease (p < 0.01) in
expression of the microglial marker c-jun treated with PA in the presence of
SP600125 as compared with cells treated with PA alone.

Discussion

Recent literature reports that sustained or uncontrolled activation of microglial
cells leads to chronic neuro-inflammation, which can prompt significant neuronal
damage thus resulting in neuropathological alterations [28, 29]. In parallel, saturated
fatty acids are known to activate innate immune responses in peripheral cells [12, 14, 30,
31], and to modulate amyloid processing in neurons and astrocytes of the SNC [16, 32,
33]. Nevertheless, the pro-inflammatory potential of saturated fatty acids has not been
fully evaluated in microglial cells, an experimental paradigm mimicking the
development of neuro-inflammation characteristic of neurodegenerative diseases with

inflammatory components such as PD and AD.

In this study, we demonstrated that PA, the most common long-chain saturated
fatty acid present in the Western diet, induces an important inﬂammatory reaction in
microglial cells by increasing the release of two pro-inflammatory cytokines IL-6 and
TNF-a. In addition, our data show that PA-induced secretion of pro-inflammatory
cytokines IL-6 and TNF-a may be prevented by the administration of pharmacological
inhibitors of JNK, NF-kB and TLR4 pathways, thus suggesting that PA act on these
known intracellular cascades to fulfill its pro-inflammatory role. We also report that PA
increases the expression of pro-inflammatory enzymes iNOS and COX-2 confirming a

powerful role for PA to dysregulate intracellular homeostasis.

The CNS is exquisitely sensitive to inflammatory pathways and mediators; and
metabolic dysfunctions such as obesity and high fat consumption in both humans and
animals are associated with reactive gliosis and increased brain inflammation [34, 35].
Cytokines, particularly IL-6 and TNF-qa, are major effectors of the neuroinflammatory

cascade, and can disrupt neurophysiologic mechanisms involved in cognition and
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memory [9]. In this study, we treated microglial cells with the saturated fatty acid, PA,
or the unsaturated fatty acid, OA, to ascertain their potential pro- and anti-inflammatory
effects. We demonstrated that PA induces expression and the secretion of pro-
inflammatory cytokines IL-6 and TNF-a from microglial cells in a dose-dependent
manner while OA reduced the secretion of IL-6 dose-dependently but not the secretion

of TNF-q.

We also demonstrated that the inhibition of TLR4, JNK and IxBa pathways
decrease significantly PA-induced 1L-6 and TNF-a release, with 1L-6 being much more
reduced than the LPS-comparable levels (Fig. 4). We also illustrated that PA, but not
OA, can induce an increase of the expression of markers of pro-inflammatory signaling
pathways, pp65 and c-Jun, and pro-inflammatory enzymes, iNOS and COX-2. However,
when PA and OA were administrated in combination in microglial cells, only c-Jun
expression was reduced to control levels, while pp65 as well as iNOS and COX-2
remained at the same levels shown for PA alone, suggesting that PA acts on these
intracellular cascades but not OA. As per the PA+OA action on c-Jun expression, our
data do not indicate a significant modulation. Although OA could reduce IL-6 secretion
levels dose dependently, there is no clear evidence that OA may act on the same
intracellular cascade as PA to prevent PA inflammatory actions. As such, OA does not
induce a pro-inflammatory response within microglial cells, in accordance with our
results. We also illustrated that the inhibition of JNK and IkBa pathways decreases PA-
induced pp65 and c-Jun expression respectively. Together, these results indicate that, in
microglial cells, the effect of PA is at least in part mediated by the TLR4 as well as by
the activation of AP-1 and NF-kB signalling pathways for pro-inflammatory cytokine
secretion. AP-1 and NF-kB are both essential for the transcription of pro-inflammatory
cytokine genes [36]. Previously, JNK has been shown to phosphorylate the c-Jun
component of the transcription factor AP-1 and p65 is necessary to activate the
transcription factor NF-«kB [37]. These results are consistent with several recent studies
on cells of peripheral immunity suggesting that fatty acids may activate NF-xB and AP-
1 through activation of TLR4 [31, 38]. Overall, these data demonstrate the ability of PA

to induce microglial inflammation, and thus suggest a potential role of PA in the
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development of PD and AD pathogenesis both characterized by neuro-inflammation
processes. The possibility that saturated fatty acids may act as a physiologically relevant
endogenous ligand for TLR4 remains to be determined. According to Riera-Borrull et al.
[31], saturated fatty acids can activate TLR4 through fetuin A, an adaptor protein like
albumin, that mediates the interaction between saturated fatty acids and TLRA4.
However, it should also be noted that PA may play differently depending on target cells.
For example another group [39] has recently reported that PA may trigger inflammatory

responses in hypothalamic neurons partially via ceramide synthesis but not via TLR4.

Finally, we examined the anti-inflammatory properties of OLE, the major phenolic
compound in olive derivatives, known for its systemic beneficial role [40] and in
particular for its antiapoptotic action in a cellular model of PD [27]. Our present data
illustrate that OLE could also reduce LPS-induced IL-6 and TNF-a secretion levels.
Although these latter results on OLE are not statistically significant, taken together our
results on OA and OLE, two highly consumed compounds in the Mediterranean diet
(MedDiet), complement a large number of recent scientific studies pointing out that the
MedDiet plays a relevant role in preventing inflammatory diseases [41, 42]. Indeed,
several clinical, epidemiological and experimental evidence suggest that consumption of
a MedDiet, particularly rich in unsaturated fatty acids and phenolic compounds, may
reduce the incidence of certain pathologies related to chronic inflammation, as well as

oxidative stress and immune system diseases [43-45].

In conclusion, a key finding of our study is that PA shows a significant ability to
directly increase the secretion of pro-inflammatory cytokines, by the activation of the
transcription factors AP-1 and NF-«xB and mediated by the TLR4. These results
apparently differ from those of previous reports [12, 14, 30, 31], as we performed
experiments with CNS cells and not on cells of the peripheral system such as monocytes
and macrophages. Our results using microglial cells are important as these cells share
the same environment as neurons and their activation in a context of high-fat diets could
be a predisposing factor in development of neurodegenerative diseases. Thus, although

the maintenance of physiological levels of mono- or polyunsaturated fatty acids is
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crucial for normal brain function, we propose that alterations in circulating saturated
fatty acids levels can disrupt and undermine CNS function. Thus, appropriate dietary
measures with specific macronutrients might open new ways for the prevention and

management of the pathogenesis of neurodegenerative diseases.
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CHAPITRE III

DISCUSSION GENERALE

Récemment, le laboratoire de neurobiologie cellulaire dirigé par la professeure
- Martinoli a développé une collaboration avec la Dre Lynda M. Williams (U. Aberdeen,
Ecosse) pour développer des travaux de recherche sur les AG végétaux.
Notre laboratoire et celui de nos collegues de I’université d’Aberdeen (Ecosse) ont
démontré que dans les cellules microgliales et dans les neurones hypothalamiques,
certains AGI, notamment I’OA, protégent contre la toxicité induite par le PA (Sergi et al.
2017). Mon projet de maitrise s’insére dans les présentes recherches du laboratoire de
neurobiologie cellulaire de ’UQTR en collaboration avec Dre. Williams et visait, en
particulier, a vérifier I’hypothese que le PA induit une réaction inflammatoire au niveau
du SNC, étant donné que le PA peut franchir la BHE (Smith and Nagura 2001). De plus,
en complément de ce premier volet, je voulais étudier les mécanismes cellulaires
sous-jacents a I’inflammation induite par le PA et vérifier que |’administration
préventive d’un AGMI, I’OA, et d’un phytostérol, ’OLE, dérivés tous les deux de

I’huile d’olive, pourrait réduire 1’ inflammation.

Le PA constituait I’AGS a longue chaine de choix pour évaluer le potentiel pro-
inflammatoire de ces derniers, car il est retrouvé abondamment dans 1’alimentation
humaine, particuliérement par I’utilisation de 1’huile de palme dans les produits
alimentaires industriels et comme ingrédient traditionnel des cuisines d’Afrique,
d’Amérique du Sud et d’Asie. L huile de palme est ’huile végétale la plus consommeée
au monde (Greenpeace 2017) et le PA représente 39,5 a 47,5 % des AG totaux qu’elle
contient (CNUCED 2016). Comme déja cité dans la sous-sous-section 1.3.1.1 de ce
mémoire, [’huile de palme est énormément convoitée par ’'industrie agroalimentaire a
cause de ses propriétés physiques et chimiques prisées. En effet, elle est naturellement

semi-solide a température ambiante, elle résiste bien a I’oxydation et rancit peu, puis son
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golt est neutre. L’impact négatif de la consommation de I’huile de palme sur le taux de
cholestérol chez ’homme a largement été¢ étudié dans le passé au travers d’études
cliniques (Sun et al. 2015). La conclusion de ces études nous informe que la
consommation d'huile de palme entraine un taux de low density lipoprotein (LDL) plus
élevé que les huiles végétales pauvres en graisses saturées, donc sur la base de ses effets
défavorables sur le cholestérol LDL, les graisses saturées devraient, sans aucun doute,
étre consommeées avec retenue et remplacées par des graisses insaturées si possible.
. Cependant, ce n’est qu’au cours des derniéres décennies que certaines études se sont
intéressées aussi a son potentiel role pro-inflammatoire sur les tissus de notre organisme

(Karmi et al. 2010; Palomer et al. 2018).

Dans mon projet de recherche, nous nous sommes également intéressés a
deux composants de I’huile d’olive, car celle-ci est abondante dans la MedDiet, laquelle
a déja fait ses preuves quant a ses nombreuses vertus avérées bénéfiques sur la santé
humaine, notamment pour sa nature anti-inflammatoire (Romagnolo and Selmin 2017,
Casas, Sacanella, and Estruch 2016). D’une part, les AG qui composent I’huile d’olive
sont majoritairement des AGMI et plus particulierement de ’OA, d’autre part, |’intérét
que nous avons accordé a I’huile d’olive est également dii a sa forte teneur en compoéés
phénoliques, notamment en OLE. Il s’avérait trés intéressant d’éfudier le potentiel anti-
inflammatoire de ces deux composants puisqu’ils sont issus du méme produit de
consommation, puis leur nature neuroprotectrice n’avait pas été clairement étudiée au
sein des cellules gliales. De plus, un autre projet de notre laboratoire avait déja mis en
évidence le pouvoir neuroprotecteur d’OLE sur des neurones en culture, nous avons
donc bénéficié de la mise au point des études cinétiques et doses-réponse avec ce

polyphénol.

Dans un contexte de neuro-inflammation, les cellules microgliales s’avéraient étre
un modeéle cellulaire de choix. Elles sont des éléments cruciaux du systéme immunitaire
inné du cerveau en raison de leur capacité a s’activer suite a un stimulus pertinent, puis a
moduler leur morphologie et leurs fonctions cellulaires. Elles peuvent ainsi phagocyter

des bactéries, des débris et des cellules endommagées et sécréter des cytokines pro-
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inflammatoires et anti-inflammatoires (Hauwel et al. 2005). De plus, elles jouent un role
dans la régulation et le soutien de la fonction neuronale. Bien que les cellules
microgliales ne soient pas les seules cellules de I’immunité au niveau du SNC, nous
nous sommes intéressés a elles puisqu’il est déja bien connu que ces derniéres jouent un
role majeur dans 1I’avenement de processus neuro-inflammatoires, puis la progression de
nombreuses maladies neurodégénératives (Shabab et al. 2017) (section 1.2 de ce
mémoire). De plus, notre laboratoire avait déja beaucoup d’expérience avec le modéle
de cellules microgliales N9 (Bureau, Longpré, and Martinoli 2008; Bournival et al.
2012; Renaud and Martinoli 2016). Donc, c’est ainsi que nous avons proposé pour la
toute premiére fois, d’étudier le potentiel neuro-inflammatoire de PA et de vérifier la
capacité de contrecarrer cet effet par deux molécules dérivées de 1’huile d’olive au sein

des cellules microgliales.

Les cellules microgliales ont d’abord été traitées avec différentes concentrations de
PA et d’OA. Ensuite, un test de survie cellulaire et de cytotoxicité a été effectué apres
3,6, 12, 18 et 24 h d’incubation avec le PA et I’OA a des concentrations variant de 20 a
200 uM. Suite aux tests de survie cellulaire et de cytotoxicité, il s’est avéré que le PA a
des concentrations de 20, 30, 50, 75, 100 et 200 uM n’induisait pas de mort cellulaire ou
de dysfonction mitochondriale lorsque les cellules étaient traitées pour une durée
inférieure a 12 h. Pour les mémes concentrations, lors de traitements d’une durée de
18 h, la viabilité des cellules était légérement atteinte de maniéres dose-dépendante,
mais pas de maniére significative. Toutefois, 24 h aprés le traitement avec le PA,
la viabilité des cellules microgliales était significativement atteinte, et ce, de maniére
dose-dépendante. Ces résultats sont importants puisqu’ils indiquent que PA n’induit pas
forcement la mort des cellules microgliales a de petites doses et sur une courte période
de temps. Cependant PA peut activer ces cellules et induire la sécrétion de cytokines
pro-inflammatoires, tel que nous avons démontré par la suite. Egalement, la réalisation
de tests de survie cellulaire a permis d’illustrer qu’OA n’induisait aucune cytotoxicité
aux cellules microgliales a des concentrations variant de 20 a 200 uM et des temps
d’incubation variant entre 3 et 24h. Pour ce qui est de I’administration combinée de PA

et ’OA (PA+OA), la cytotoxicité induite par le PA était diminuée par I’OA, mais de
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maniére non significative. A ce point, nos résultats affluaient dans le méme sens que
notre hypothése, c’est-a-dire que le PA pouvait engendrer de la cytotoxicité, en plus
d’induire un état d’activation des cellules, lorsqu’il était administré a des cellules
microgliales en culture et qu’en revanche, I’OA n’induisait pas de cytotoxicité a aucune
concentration utilisée dans notre étude. Finalement, lorsque 1’OA était administré avec le
PA (PA+OA), la survie cellulaire était augmentée, suggérant un rdle pour I’OA dans la
protection contre la cytotoxicité induite par le PA. Cependant, les tests statistiques que

nous avons utilisés n’ont pas confirmé que 1’action d’OA était significative.

Apreés avoir mis au point les concentrations de traitements, nous avons mesuré les
concentrations de cytokines pro-inflammatoires sécrétées dans le surnageant des cellules
microgliales par la méthode immuno-enzymatique ELISA. Pour effectuer les tests
ELISA, nous avions la contrainte de respecter une durée de traitement suffisante, soit
une durée minimale d’environ 24 h, pour permettre aux cellules de synthétiser et sécréter
les cytokines que nous voulions mesurées dans le milieu de culture. Suite aux tests
doses-réponses et de survie cellulaire, nous avons poursuivi avec trois concentrations de
traitement (50, 75 et 100 uM) afin d’éviter, d’une part, un taux de mortalité cellulaire
non négligeable et, d’autre part, des concentrations trop faibles de cytokines par rapport
a ce qui était déja établit dans la littérature (Gupta et al. 2012; Riera-Borrull et al. 2017)
et par nos collaborateurs (Sergi et al. 2017). Tel qu’illustré a la figure 1 de I’article, nous
avons démontré que le PA (100 uM) induit une augmentation de 3,4 et 2 fois par rapport
au contrdle de la sécrétion d’IL-6 et TNF-a respectivement, tandis qu’OA (100 uM)
n’induit aucune augmentation, voire méme une diminution de la sécrétion d’IL-6 par
rapport au contrdle. De plus, I’augmentation relative de la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires était comparable a celle engendrée par notre contrdle, le LPS, une
molécule bactérienne fortement pro-inflammatoire et trés utilisée en littérature pour
induire 1’inflammation. A noter que notre laboratoire avait déja beaucoup d’expériences
avec le LPS et que les concentrations de traitements pour les cellules microgliales
avaient été mises au point par un étudiant a la maitrise, Alex Gélinas (Gélinas 2016).

Pour ce qui est du traitement combiné de PA et OA (PA+OA), nos résultats illustrent
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qu’OA ne diminue pas de maniére significative la sécrétion des cytokines pro-
inflammatoires induite par le PA.

Puisque nos tests ELISA ont été réalisés aprés 24 h d’incubation avec le PA
(100 uM), nous voulions nous assurer que 1’augmentation de la sécrétion de cytokines
pro-inflammatoires induite par le PA était antérieure a la cytotoxicité engendrée par ce
demier. En effet, puisque nous désirions étudier les cellules microgliales dans un
contexte de neuro-inflammation, il était impératif de confirmer que les cytokines pro-
inflammatoires €taient induites par le PA, et non suite a la signalisation paracrine des

cellules mortes dans le sumageant de culture cellulaire.

Ainsi, I'immunobuvardage de type western s’avérait nécessaire pour nous
permettre de mesurer 1’expression de divers médiateurs des voies de signalisation pro-
inflammatoires qui sont activés trés rapidement lors d’un stress cellulaire. Nous avons
ét€ & méme de mesurer ’expression de pp65, c-jun, iNOS et COX-2 dans les cellules
microgliales, apreés 3,5 h d’incubation avec le PA (100 uM). Comme mentionné
précédemment, jusqu’a 12 h de traitement, aucune mortalité n’avait été observée au sein
des cellules microgliales traitées avec le PA. Nous avons démontré que le PA induisait
une augmentation de 1’expression des génes des médiateurs pro-inflammatoires pp6S5,
c-jun, iNOS et COX-2 (Figure 6 de I’article). En plus de démontrer que le PA active
rapidement des médiateurs pro-inflammatoires dans les cellules microgliales, avant
méme d’induire de la cytotoxicité, nos résultats illustrent que le PA induit I’activation de
médiateurs des voies de signalisation de NF-xf§ et AP-1, deux voies de signalisation
induite également par le LPS (Shabab et al. 2017). Pour ce qui est d’OA, nous avons
utilisé les mémes concentrations et les temps de traitement que ceux utilisés avec le PA.
Tel qu’illustré a la figure 6 de I’article, ’OA (100 uM) n’induit pas I’expression d’aucun
médiateur pro-inflammatoire. Finalement, nos résultats illustrent que lors de
I’administration combinée de PA et ’OA (PA+OA), I’OA diminue seulement
I’expression de c-jun, mais ne réduit pas de maniere significative 1’expression de pp65,
iINOS et COX-2 par rapport a l'administration de PA uniquement. Ces résultats nous
informent qu’OA n’a pas de role inflammatoire a lui seul, cependant il ne semble pas

capable d’agir clairement contre I’inflammation induite par d’autres molécules.
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Pour approfondir le mécanisme d’action intracellulaire de PA au sein des cellules
microgliales, nous avons eu recours a trois inhibiteurs pharmacologiques pour moduler
deux voies de signalisation qui activent les facteurs de transcription NF-xp et AP-1, soit
un inhibiteur du TLR4, un inhibiteur de IxBa et un inhibiteur de JNK. Nous nous
sommes concentrés sur les voies de signalisation de NF-k} et AP-1 (voir page 17 de ce
mémoire pour une schématisation) puisqu’elles sont activées dans les processus
inflammatoires et puisqu’il a déja été démontré qu’elles sont activées par notre contrdle,
le LPS (Guha and Mackman 2001). En premier lieu, nous nous sommes donc assuré que
nos inhibiteurs diminuaient la sécrétion de TNF-a et IL-6 induite par le LPS (Figure 5 de
I’article). En second lieu, nous avons démontré que I’inhibition du TLR4, d’IxBa et de
JNK diminuait de maniére significative la sécrétion de TNF-a et IL-6 induite par le PA.
Tel que mentionné précédemment, nous avons illustré que le PA induisait une
augmentation de ’expression de pp65 et c-jun suggérant que ces deux voies sont
activées par le PA. Nous avons consolidé ses résultats grace a I’usage des inhibiteurs
d’IkBa et INK. Comme illustré a la figure 7 de I’article, nos résultats démontrent que
I’inhibition d’IxBa et INK diminue respectivement 1’expression de pp65 et c-jun induite
par le PA. De plus, nos résultats illustrent que la signalisation cellulaire au travers ces
deux voies est médiée, entre autres, par le TLR4. En effet, ’inhibition de ce dernier
diminue I’expression de pp65 et c-jun induite par le PA. Tout bien considéré, nos
résultats renforcent ceux obtenus par d’autres études qui se sont intéressés a la nature
pro-inflammatoire de PA sur d’autres types de cellules de I’'immunité, notamment les
macrophages (Riera-Borrull et al. 2017) et les astrocytes (Gupta et al. 2012) démontrant
que le PA est a méme d’induire I’activation des voies de signalisation de NF-x et AP-1,

et ce, viale TLR4.

Finalement, aprés avoir étudié le potentiel pro-inflammatoire de PA sur les cellules
microgliales, puis leur mécanisme d’action intracellulaire, nous nous sommes intéressés
plus précisément au potentiel anti-inflammatoire de I’OLE et ’OA. Notre laboratoire
avait déja démontré, au niveau de cellules neuronales PC12 en culture, que I’OLE était
une molécule neuroprotectrice, antioxydante et régulatrice de l'autophagie (Achour et al.

2016). Comme illustré a la figure 4 de D’article, un pré-traitement des cellules
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microgliales d’une durée de 3 h avec I’OLE avant I’administration du LPS (LPS+OLE)
ou un co-traitement avec OA (LPS+OA) diminue la sécrétion d’IL-6 et de TNF-a. de
maniére appréciable, mais non significative, selon nos tests statistiques. Ces résultats

sont néanmoins trés encourageants et nous prévoyons les répéter et les raffiner.

En somme, mes résultats ont permis de valider notre premiére hypothése affirmant
que le PA induit la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires au sein de cellules
microgliales in vitro. Ces résultats soutiennent ceux obtenus de nombreuses études
effectuées sur d’autres cellules de I’immunité in vitro (Riera-Borrull et al. 2017; Gupta
et al. 2012) et in vivo (Milanski et al. 2009). De plus, en complément de ce premier
volet, nous avons illustré que le mode d’action de PA est réalisée par I’activation des
voies de signalisation de NF-kf} et AP-1 via le TLR4, tel qu’il avait été illustré au sein
des macrophages in vitro (Riera-Borrull et al. 2017; Little, Madeira, and Klegeris 2012).
Cependant, bien que nous ayons démontré que I’OA diminue de maniére non
négligeable la cytotoxicité induite par PA, I’expression de c-jun induite par PA, puis la
sécrétion d’IL-6 et TNF-a engendrée par le LPS, nos résultats n’illustrent pas qu’OA
diminue de maniére significative la sécrétion de cytokines (IL-6 et TNF-a) et
’expression de médiateurs pro-inflammatoires (pp65, iNOS et COX-2) induite par le
PA. Ainsi, nos résultats actuels confirment que I’OA n’agit pas en tant que pro-
inflammatoire, toutefois ils ne nous permettent pas de soutenir notre deuxieéme
hypothése suggérant qu’OA agit comme anti-inflammatoire, notamment décrit par
Palomer et ses collaborateurs (Palomer et al. 2018). A ce propos, il faudra examiner plus
en profondeur I’effet de I’OA sur la sécrétion de cytokines pro- et anti-inflammatoire par
les cellules microgliales et par d’autres cellules comme les astrocytes avant de conclure

sur son role dans la neuro-inflammation.

Finalement, en ce qui a trait a I’OLE, nos résultats démontrent qu’il diminue
’expression d’IL-6 et TNF-a de maniére non négligeable, mais non significative.
Ainsi, nos résultats actuels ne peuvent appuyer ceux d’études antérieures démontrant la
nature anti-inflammatoire de I'OLE au sein du SNC (Impellizzeri et al. 2012; Omar

2010; Park et al. 2017). A ce propos, il faut noter que nous avons utilisé une trés petite
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dose d’OLE (10 M) mis au point lors d’expérimentation de neuroprotection avec des
cellules neuronales PC12 en culture. 11 est possible qu’un ajustement des doses soit
nécessaire afin de vérifier ’effet anti-inflammatoire d’OLE sur des cellules gliales.
Néanmoins, nous suggérons que des études plus approfondies devraient €tre réalisées
avec ’0OA et I’OLE au sein des cellules microgliales puisque nos résultats sur ces deux

composants restent mitigés.

Par ailleurs, méme si nos résultats démontrent que le PA active le TLR4,
cela n’exclut pas le fait que ce dernier pourrait activer d’autres récepteurs et voies de
signalisation dans les cellules microgliales. A titre d’exemple, il a été démontré que le
PA peut activer également le TLR2 dans les myoblastes in vitro (Senn 2006).
Sachant que les TLR 1 a 9 sont exprimés constitutivement aussi bien chez la souris
(Olson and Miller 2004) que chez I’homme (Jack et al. 2005), 1l est concevable que le
TLR2 puisse étre également activé au niveau des cellules microgliales. De plus, il a été
démontré que les récepteurs couplés aux protéines G (GPCR) sont largement exprimés
dans divers tissus et servent de ligands pour les AG (Miyamoto et al. 2016).
Entre autres, les GPCR sont exprimés dans les macrophages et modulent des fonctions
physiologiques telles que I'immunité et le métabolisme. En effet, les profils d'expression
des GPCR different dans les macrophages pro-inflammatoires et anti-inflammatoires,
modulants a la hausse ou a la baisse I’expression de divers médiateurs inflammatoires.
En plus des multiples récepteurs qui pourraient intervenir dans la signalisation des AG
au sein des cellules gliales, plusieurs voies de signalisation peuvent aussi conduire 4 la
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. Par exemple, il a été illustré dans les
macrophages humains in vitro que la sécrétion de TNF-a, IL-10 et IL-8 était dépendante
de I’activation de la voie p38, une voie activée également par le LPS (Haversen et al.
2009). Enfin, le mécanisme par lequel les AGS a longues chaines activent les différents
médiateurs pro-inflammatoires au niveau des cellules du SNC reste encore peu connu a
ce jour. Selon quelques études effectuées dans les macrophages in vivo, ce sont les
céramides, des métabolites issus du métabolisme de PA, qui induisent la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires (Palomer et al. 2018; Haversen et al. 2009). En effet, le

palmitoyl-CoA, la forme activée de PA, est le substrat limitant de la synthése des
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céramides de novo. Haversen et ses collaborateurs ont démontré que !’inhibition de
l'activation de PA en palmitoyl-CoA avec la triacsine C, un inhibiteur de I'acyl-CoA
synthétase, abolit l'effet de PA sur la sécrétion de TNF-a. Quant a lui, ’OA abolit la
synthése des céramides induite par le PA dans les myoblastes en empéchant la régulation
positive de la dihydrocéramide désaturase 1, I'enzyme responsable de la production de

céramide a partir de son précurseur (Hu et al. 2011).

Pour les perspectives a long terme de la recherche sur I’huile de palme, il serait
intéressant d’évaluer la maniére dont PA pourrait moduler les effets pro-inflammatoires
des toxines telles que le LPS, au sein des cellules immunitaires du SNC. Tout comme
nous, Riera-Borrull et ses collaborateurs (Riera-Borrull et al. 2017) ont illustré que
I’administration de PA seul provoque I’activation de NF-kB dans les cellules de
I’immunité. Toutefois, ils ont également démontré, dans les macrophages in vitro, que
I’administration de PA 24 heures avant une infection au LPS d’une durée de 8 heures
exacerbe les effets pro-inflammatoires de la toxine administrée seule. La capacité de PA
a conditionner les macrophages ressemble a l'effet des PAMP, tel que le B-glucane, qui
rendent les macrophages plus sensibles a une stimulation subséquente par le LPS (Netea
et al. 2016). Cet effet stimulant nous conduit au concept d'immunité adaptative et
démontre que les cellules immunitaires innées telles que les macrophages produisent des
niveaux beaucoup plus élevés de cytokines pro-inflammatoires lorsqu'elles ont,
auparavant, €t€ exposées a certains stimuli. Du point de vue des chercheurs, les
changements détectés dans les macrophages traités avec le PA, tels que la perte de
l'expression de ’ensemble des genes anti-inflammatoires et des facteurs de transcription
AhR et MAFB, sont compatibles avec l'acquisition, de la part des macrophages, d’un
état conditionné avec la capacité de produire des niveaux plus élevés de cytokines pro-
inflammatoires lors de l'exposition a un second stimulus. D’autres chercheurs comme
Haversen et ses collaborateurs (Haversen et al. 2009) ont démontré dans des
macrophages in vitro que la sécrétion d’IL-1p suite a I’administration de PA durant 27 h
était augmentée drastiquement lorsque du LPS était ajouté 3 h apres le début de
’expérience. Selon les chercheurs, les macrophages sont extrémement sensibles au

milieu extracellulaire environnant, et leur exposition a un stimulus initial détermine leurs
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réponses fonctionnelles ultérieures a des stimuli supplémentaires. Ces résultats sont
intéressants puisque dans un contexte d’obésité ou les niveaux de PA sont augmentés
également au niveau du SNC, les réponses des cellules de I'immunité pourraient étre
altérées pour des stimuli subséquents, expliquant I’avénement de certaines comorbidités.
Egalement, ces résultats sont importants dans un contexte de maladies
neurodégénératives, car des niveaux élevés de PA au sein du SNC pourraient intervenir

et exacerber une réaction inflammatoire neuronale déja existante.

Par la suite, il serait pertinent de reprendre les travaux avec le PA et I’OA
effectués jusqu’a présent in vitro, puis de les reproduire in vivo dans un modele de
rongeurs par exemple. Plusieurs études se sont intéressées a la di¢te riche en graisses ou
la diéte riche en oméga-3, mais peu d’études se sont attardées aux effets d’une dicte
riche en huile de palme et/ou en huile d’olive in vivo sur le SNC. En premier lieu,
il serait pertinent d’étudier I’état d’activation des cellules gliales des rongeurs soumis
aux différentes dictes. Pour ce faire, la sécrétion de différentes cytokines pro-
inflammatoires et anti-inflammatoires pourrait étre mesurée in vivo par des sondes a
microdialyse dans différentes zones du cerveau des rats et leur expression pourrait étre

mesurée par RT-PCR.

En conclusion, plusieurs études ont mis en évidence le role pro-inflammatoire de
PA dans divers types de cellules, autant au niveau des cellules du systéme périphérique
que celles au sein du SNC. Dans la diete nord-américaine actuelle, I’utilisation
surabondante de I’huile de palme dans nos produits de consommation alimentaires est
déja reconnue pour son implication dans le développement de maladies
cardiovasculaires et de cancers (Sun et al. 2015; Fattore and Fanelli 2013).
Plus récemment, I'implication de PA dans les processus inflammatoires chroniques du
tissu nerveux s’ajoute aux effets délétéres qu’on lui attribuait. De telle sorte qu’il a été
démontré au niveau des tissus adipeux (Palomer et al. 2018), la consommation constante
de produits riches en PA pourrait entretenir une réaction inflammatoire au niveau du
SNC, notamment par le biais de la microglie. Plutdét que de jouer un rdle protecteur

comme le fait la neuro-inflammation aigug, la neuro-inflammation chronique est le plus



84

souvent nuisible et dommageable pour le tissu nerveux. Cette situation est préoccupante
puisque plusieurs études illustrent que I’inflammation chronique contribuerait a la
progression de maladies neurodégénératives en engendrant des dommages neuronaux

importants (Shabab et al. 2017).

En plus de ses effets déléteres sur la santé humaine, l'opposition a ’usage de
’huile de palme est aussi grandement liée & ses répercussions sur l'environnement.
Depuis les dix derniéres années, la production d’huile de palme a explosé et bondi de
pres de 83 % (CNUCED 2016). Chaque jour, ce sont donc des milliers d’hectares qui
sont briilés pour faire pousser ces fameux palmiers a huile, faisant de cette culture I'une
des principales causes de déforestation en Asie du Sud-Est, mais aussi, plus récemment,
en Afrique. L’Indonésie est d'ailleurs devenue le troisiéme émetteur mondial de CO; a
cause de ces feux de forét. Aprés avoir fait briler les foréts, les producteurs industriels
optent pour la monoculture, de gigantesques surfaces sont ainsi recouvertes par les seuls
palmiers. Plantes et animaux qui vivaient sur place perdent leur habitat et disparaissent
a grande vitesse. L’extinction actuelle des Orangs-outans refléte le désastre.
Leur population a chuté de plus de 90 % en un siécle sur I’lle de Sumatra ou la culture

de I'huile s'est propagée.

Afin de diminuer les impacts négatifs associés a une diete axée sur |’utilisation
constante de I’huile de palme telle que dans la Western diet, la diversification des
sources d’AG et ’usage privilégié d’AGMI s’avéreraient €tre des pistes de solution.
Selon plusieurs études épidémiologiques, la MedDiet est un modéle de diéte a adopter
en raison de 1’usage abondant de I’huile d’olive généreuse en AGMI (15 a 25 %), pauvre
en AGS (moins de 8 %) et riche en phénols. Des études ont méme mis de [’avant que la
consommation de I’huile d’olive en particulier, atténue le déclin et améliore les

fonctions cognitives (Solfrizzi et al. 2006; Berr et al. 2009).

Dans cette optique, nos résultats utilisant des cellules microgliales sont importants,
car ces cellules partagent le méme environnement que les neurones et leur activation

dans un contexte de régimes riches en graisses pourrait étre un facteur prédisposant au
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développement de maladies neurodégénératives a caractére inflammatoire comme pour
la MA et la MP. Ainsi, bien que le maintien des niveaux physiologiques d'AGMI ou
AGPI soit crucial pour le fonctionnement normal du cerveau, nous proposons que des
¢lévations d’AGS a longue chalne puissent perturber et compromettre la fonction du
SNC et que des mesures diététiques appropriées avec des macronutriments spécifiques
puissent ouvrir de nouvelles voies pour la prévention et la gestion de la pathogenése des

maladies neurodégénératives.
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