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RESUME

La maladie de Parkinson est un syndrome moteur trés invalidant pour les patients,
qui sont généralement agés de plus de 50 ans. La maladie de Parkinson est caractérisée
par la dégénérescence spécifique d’une partie du systéme nerveux central : les neurones
dopaminergiques de la substance noire pars compacta (locus niger). La disparition des
neurones produisant la dopamine, un neurotransmetteur essentiel dans le contrdle des
mouvements, entraine une akinésie, une perte progressive des capacités motrices et
I’apparition des mouvements incontrdlés chez les patients. Cette dégénérescence
neuronale est associée a la présence d’inclusions cytoplasmiques, les corps de Lewy, que
’on retrouve typiquement dans la substance noire ainsi que dans le locus coeruleus. De
par son évolution lente, la MP reste asymptomatique durant plusieurs années. Lorsque
les premiers symptomes moteurs apparaissent, le traitement généralement utilisé est la
L-Dopa, qui permet aux malades de vivre presque normalement. Ce traitement devient
inefficace lors de la phase tardive. Il existe actuellement d’autres thérapies, cependant,
tous les traitements utilisés ne sont pour I’instant que des traitements symptomatiques.
En D’absence de traitement curatif, il est essentiel de chercher & comprendre les
mécanismes cellulaires et moléculaires qui conduisent a la dégénérescence des neurones
dopaminergiques. L’étude du récepteur nucléaire orphelin Nur77 est une approche
intéressante parce qu’il est codé par un géne facilement inductible avec une grande
influence sur la croissance, la différenciation et 1’apoptose cellulaire. Des études
antérieures de notre laboratoire ont démontré que sous I’effet de la 6-hydroxydopamine
(6-OHDA) et du 1-méthyle-4-phényl pyridinium (MPP+) Nur77 transloquait du noyau
au cytoplasme. De plus, certaines études faites sur des cellules cancéreuses ont démontré
que sa translocation du noyau au cytoplasme entrainait I’apoptose, sous ’action d’agent
chimiothérapeutique. Le but principal de ce projet était de confirmer la translocation de
Nur77 du noyau au cytoplasme aprés un traitement avec la 6-OHDA, et surtout, de
démontrer si la lemptomycine B, ce puissant antifungique était capable de bloquer cette
translocation. Dans la seconde partie du projet, notre objectif était d’étudier la

" modulation de quelques facteurs apoptotiques.



v

Les résultats obtenus ont confirmé que la 6-OHDA induisait la translocation de
Nur77 du noyau au cytoplasme ensuite, ont démontré que la LMB était capable de
bloquer cette translocation et de moduler la production de certaines protéines
apoptotiques. En conclusion, ces résultats suggerent que la LMB pourrait étre associée a

d’autres traitements pour retarder 1’évolution de la maladie de Parkinson.



TABLE DES MATIERES

REMERCIEMENTS ....ouuiiiiiiniinnnnnnssnsssisssnssssssssanssesssssessssssssssssesssassssssssssnsosssssasss ii

RESUME....oovuiereereessessensssssesssssessessesssessesssssessasssesssnsssesssssssssassssssssssessassassssosssossons iii

LISTE DES FIGURES ET TABLEAU......cuiiniinninnsninseissencsesssessssssassssssssssssssssssns viii

LISTE DES SYMBOLES ET ABREVIATIONS........covuneunrenessesssssesssssosssssosssess xi
CHAPITRE 1

INTRODUCTION...cuuiiuinrencrnisansseissanssnssssssssssssssassssssssssesssessssssssasssssssssssssssasssssasasss 1

1.1  Lamaladie de ParkinSOn...........cccociveiriiiininniineieeieeie ettt 1

1.1.1 Bref historique de la maladie de Parkinson .........c.ccccocovieninineicninnnnns 1

11,2 EPIdEmIOIOZIE ....veveeeeeeeeeeee et s e es e 2

1.1.3  Symptomes cliniques de 1a MP..........ccoooiiiiiiiiii e, 2

1.1.3.1  Symptomes MOLEUTS.......coccviriiriiriieeriiresieeanieeeeiaeessneeesaeneens 3

1.1.3.1.1 Tremblement au r€PoS.......ccocevrrerereeereeneeneerennnnn 3

1.1.3.1.2 Rigidité musculaire ..........c..ocoeevivereercrieriie e, 3

1.1.3.1.3 AKINESIC...cooiiiiiiieriiecceciie et 4

1.1.3.2 SymptOmes non MOLEUTLS .........cceeverrreerirrerierarrerenereeeeneeesnnens 4

1.1.3.2.1 Les troubles sensitifS.......c.cccoervririvinireirensenieeicnnenn 4

1.1.3.3 Les troubles psychiques ..........ccccovviriviiriiniiniiieeneeicee 5

1.1.3.3.1 Les troubles de ’affectivité...........c.coocuerirnniiicnnne. 5

1.1.3.3.2 Les troubles du sommeil ...........cccoovvnirrcininnieee 6

1.2 NeuropathOlOZIE ......coiiiriiiiiiiiiiiiee ettt 6

1.2.1  Caract@riStIQUES. .....ocueeie ettt sbe b s erees 6

1.2.2  Perte de la pigmentation ............coceeviveriiieciienie e enee e 7

1.23 Lescorps de Lewy (CL) .oooieoirinieeeeecee et 8

1.3 L’étiologie de la maladie de Parkinson .........c.ccccvvieieiicniniincnincnccincnecen 9

1.3.1 Facteurs environnementauX .........c.ccereeeerrerererreerenreenieeneeeeeneeseeseennens 10

1.3.2  Facteurs GENEtIQUES. ......c.eevuiiriiriiiiiie ettt s et 11

1.3.2.1 PARKI : 0-SYNUCICINE .....ooviieiiiieeiiie it 11

1.3.2.2 PARK 2 : 12 parkine.........cccvvreciiiieiiie et eiee e eeie e 12

1.3.2.3 PARK 5 : ubiquitine C-terminalhydrolase L1 (UCH-L1)........ 12



1.4

1.5

1.6

1.7

1.8

1.9

1.10
1.11
1.12

1.13

vi

1.3.2.4 PARK 6 : PINK-T .o 12
1.3.2.5 PARK 7:1aDJ-T i, 13
1.3.2.6 PARK 8 :ladardarine........cccoeoveuivirviiriiieiiineire e 13
Traitements de la maladie de Parkinson ...........c.coeevniniiiicinnniinnceece 14
1.4.1 Traitements pharmacologiqUes ...........coceerrirerinieiinienccene e 14
1.4.2  Traitements ChirurgICaUX ......ccoceeviiriiiiiiieeeecce s 16
1.4.3  Thérapie gENniqUE........c.cooeiiireriiiiriie it 16
1.4.4 Thérapie NeUrOPrOtECTICE ....c..eviiuiriririeieriiererte ittt eaes 18
INUIT T etttk ettt et e et 19
1.5.1 Les facteurs de transcription : NUI77......cccccoviiriniriinienieniecrenecniennes 20
1.5.2  Nurs, les rétinoides et les systémes dopaminergiques.........c.cccccccevenee. 21
1.5.3 Nur77 et saliaison @ PADN ..o 22
1.5.4 Nur77 et sa liaison avec Bel-2 ..o 23
1.5.5 Nur77 : croissance €t apOPLOSE ....c.eecverveecrrereririiririrrererareecresirenteeeenes 25
1.5.6 Similarité entre Nur77 et pS3......cccciiiiriiiriniieee e 25
SIESS OXYAANT ....cvievieiieiieiieiiei ettt st sreebesteereenes 26
1.6.1 Le stress oxydant reproduit expérimentalement par la 6-OHDA ........... 28
APOPLOSE ..ottt et s ee e e 30
171 DEfINILION ..ottt st ene e 30
1.7.2  Caractéristiques morphologiques de 1’apoptose ........cccccvvveriiccencnnnn 31
1.7.3  Les VOIES A’ aPOPLOSE...ccuviiereiieiieieiteeites e siee ettt et et et 32
1.7.4  Caractéristiques morphologiques de I’apoptose et de la nécrose ........... 33
Les membres de la famille BCI-2 ..o, 34
1.8.1  BaX . [PPSR PURRPRTPRRPRRYON 35
GENE SUPPIESSEUL (PS53) eeeriiiiieriiieeiieeee ettt sttt e saee e 36
1.9.1 p53 une protéine clé impliquée dans les différentes voies
APOPLOLIGQUES ..eeneeeee et eiieeiie et ettt e e e b e b senearenne e 36
1.9.2 L’importance de I’apoptose et de pS3 dansla MP..........cccccenencvcnnnn. 37
Facteur inducteur d’apoptose (AIF).......cccoviiiiiireiiiiriine e 39
Poly (ADP-ribose) polymérase (PARP-1).....cccoceeriiiiriiiiiniiirnvicnienecins 42
LeptomyCine B........ccooiiiiiirieii e 43
1.12.1 Meécanisme d’actionde la LMB...........cccoconiiniiiniiii, 43

Objectif dU MEMOITE .......eiiiiieiii ettt seeeaneens 44



vii

CHAPITRE II .
MATERIELS ET METHODES ...c.ccovniiinininnininniinisiisosisesiscssssocsses 46
2.1 Culture CellUlaire ........ccoiiiiiriiieie e 46
2.2 Traitement des Cellules ......cooiiiiiiii e 47
2.3 Test de CYLOLOXICIE .......ccuieiicii ettt et e ae e reeane e 48
2.3 Extraction des Protéines.........ccocrieiiieiicriniiiieicieiece et 49
2.3.1 Extraction des protéines cytoplasmiques et nucléaires........c...cocceveuee. 50
2.3.2 Extraction de la protéine totale ...........cccevrviriienrniin e 50
2.3.3 Immunobuvardage de type Western ........cooeeeviinieeneininiiniecieecicnreneee 51
2.4 ANAlySe StAtISTIQUE ....ceirueiriieriereieeiire e eeteeereesiee e e seeeesiae e seneesen e et ee e eesteeseneeneas 52
CHAPITRE 1II
RESULTATS ctitiitiirinsniniansissnisississsssississsssiemesisisisssmstssssssssessssssssssssassssssssssssases 53
3.1 Effets de la LMB sur la translocation de Nur77.......cccocciiiiniinnnniccrnncnne 53
3.2 Effet neuroprotecteur de la LMB sur la toxicité induite par la 6-OHDA............ 55
3.3 Modulation de I’expression de la proteine Bax/Bcl-2 .......c.coocveviviiniininncnnne. 56
3.4 Modulation de I’expression du géne suppresseur pS53......cocceviiereninveiecnennnes 58
3.5 FEtude de la translocation de AIF des mitochondries vers le noyau................... 60
3.6 Modulation de I’expression du Poly (ADP-ribose) polymérase (PARP-1)........ 62
CHAPITRE IV
CONCLUSIONS ..ucoriiriiinessesessessesessassasscssessssassasassssssssssssssssssssssassessossssssssssssasassassssas 64
4.1 Perspectives de reCherche ..........ccoooiiiiiiiiiiie e 71

BIBLIOGRAPHIE .......ctnieininerinensuissnsnsnssnessnssnsnsssssnsssssssssnsssssssssasssssssssesassnssnss 73



Figure

1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

1.7

1.8

1.9

1.10

1.12

1.13

1.14

1.15

LISTE DES FIGURES ET TABLEAU

Page
Posture caractéristique d’un patient parkinSonien ..........cceceeeeevvereereeeeiacenneenens 3
Les relations entre la mort cellulaire et la formation des CL dans la MP .......... 7
La voie nigro-striée en condition normale et en condition pathologique........... 8
Les immunomarquages de différents composants des corps de Lewy............... 9
Les différentes mutations génétiques et diverses modifications observées
dans Ia MP ..o e 14
Représentation schématique de la séquence de NUIr77.......ccccceevvveierncnennncens 20
Mode d’action d’un facteur de tranSCription .........ccoccoocveveevecrenenenescseecenne 21
Les différents types de liaison de NUI77 ....cccocovvviviiiviniricierece e 23
Mécanisme de transcription de I’activité de Nur77.......ccceceviviiiieneereeene, 24
Transformation de Bcl-2 par NUIT77 ..c.c.cooiiiiinioiiciiiicereeeseeee e 25
Similarité entre Nur77 et p53 sur la mort apoptotique ........ceeveerveeervrcrenennnn. 26
Sites de production de ROS dans la chaine de transport des électrons de la
MUEOChONATIIC ... 27
Stress oxydant induit par une rupture d’équilibre entre la production et
I’élimination de radicaux lIbres ..........ccccccoveeriiniiiiini e 28
Meécanismes impliqués dans la toxicité de la 6-OHDA et du MPTP ................. 30

Evolution morphologique d’une cellule en apoptose .........cocceverveervrcenerncnne. 32



1.16

1.17

1.18

1.19

1.20

1.21

1.22

1.23

1.24

1.25

2.1

22

23

3.1

3.2

33

ix

Représentation simplifiée des voies intrinséque et extrinséque ..............c.o........ 33
Section de cerveau de patient parkinsonien marqué par TUNEL....................... 34
Réponse & I’activation de pS3.....ccooiiririiiiiiciiiireee s 38
Représentation simplifiée des deux voies pouvant étre induites par p53 apreés

180 B8 (] TS UUROTUPPRTRUPRPP 39
Structure primaire du facteur inducteur d’apoptose .........ccoocevevvveeeirrierienienne, 40
Liberation de ALF ......c.ccoiiiiiiiiiie ettt 41
Etape finale de I’apoptose : fragmentation d’ADN ..........coccooovviveererrrererenane. 41
Structure primaire de PARP-1 .....c.oooiiiiiiii e 43
Structure chimique de 1a leptomycine B.........ccooiiiiiiiiiiiieeee 43
Meécanisme d’action de 1a LMB ..o 44
Cellules PC12 : A : PC12 naives, B : PC12 différenciées...........ccocvvrevevrvenennn. 47
Stratégie pour I’élabodration des traitements des cellules...........ccocccoceevenenene. 47
Schéma des réactions enzymatiques impliquées dans le test de cytotoxicité..... 49

Modulation de I’expression de Nur77 dans le noyau et dans le cytoplasme
suite au traitement & la 6-OHDA avec ou sans pré-traitement a la LMB........... 54

Effet de la LMB sur la translocation de Nur77 du'noyau au cytoplasme........... 55

Mesure de la mort cellulaire par la technique de la LDH aprés traitement a la
6-OHDA avec ou sans pré-traitement avec 1la LMB...........ccoooiniiiiininen. 56



3.4 Effet de la modulation de I’expression de Bax et Bcel-2 suite au traittement &

la 6-OHDA avec ou sans pré-traitement avec la LMB........c.occoooiiiiiiniiniennnn. 57
3.5 Effet de la LMB sur la modulation de Bax/Bel-2........cccooiiiieiniiiiicecee 58
3.6 Modulation du geéne suppresseur p53 suite au traitement avec la 6-OHDA,

avec ou Sans LMB ..o 59
3.7 Effet de la LMB sur la modulation de p53 ..o 60
3.8 Effet de la modulation de la protéine AIF aprés traitement & 1a 6 OHDA avec

ou sans pré-traitement ala LMB .........c..ocooo oo 61
3.9 Effet de la LMB sur la modulation de AIF..........ccocoiiiiiiniinciiiiecre 62
3.10 Effet de la modulation de la protéine PARP-1 aprés traitement a la 6 OHDA

avec ou sans pré-traitement a 1a LMB ... 63
3.11 Effet de la LMB sur la modulation de PARP-1.......cccccocoiiniiiinniiiicnciircene 63

Tableau

2.1 Les anticorps utilisés avec leur dilution............ccocveeeeireeriiiin e 52



LISTE DES SYMBOLES ET ABREVIATIONS

ADN Acide désoxyribonucléique
ADNSS Acide désoxyribonucléique simple brin
AMS Atrophies multi systématisées
ARNm Acide ribonucléique messager

ATF Facteur inducteur d’apoptose

AF-1 Activation de la fonction 1 (AF-1)
Bax Bcl-2-associated X protein

BCA Bicinchoninic acid

Bcl-2 B-cell lymphoma 2 protein

BH Bcl-2 homology

BHE Barriere hémato-encéphalique
BRCT Abréviation du domaine C-terminal
CL Corps de Lewy

CRM1 Chromosome région maintenance 1
DA Dopamine

DBD Domaine de liaison du ligand

DHA Acide docosahexaénoique

E Estrogénes

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
FADD Fas Associated Death Domain

Fasl Fas ligand

FBS Sérum bovin foetal

FDG Fluorodeoxy glucose

GAPDH Glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase
HDACI Histone déacétylase 1

H,0, Peroxyde d’hydrogenes

HS Serum de cheval

LDH Lactate déshydrogénase



6-OHDA
LMB
L-Dopa
MLS
MPP+
NAD+
NORI1
Nurrl
Nur77
NLS
NO
NST
OH
PAR
Park
PARP
PET
PINK-1
PVDF
RONS
ROS

SN
SNr
SNC
SNPc¢
TBS-t
TH

TP
TUNEL

6-hydroxydopamine

Leptomycine B

Lévodopa

Signal de la localisation mitochondriale
1-méthyl-4-phénylpyridinium
Nicotinamide adenine dinucleotide
Récepteur nucléaire orphelin 1

Nuclear receptor related 1

Nuclear receptor related 77

Signal de localisation nucléaire
Monoxyde d’azote

Technique d’integration neurostructurale
Radical hydroxyle

Poly ADP-ribose

Parkine gene

Poly ADP-ribose polymersae
Topographie par emission de positrons
pten-induced kinase

Polyfluorure de vinylidéne

Espéces réactives de I’oxygene et d’azote
Espéces réactives de I’oxygeéne
Récepteur rétinoide

Substance noire

Substance noire réticulée

Systéme nerveux central

Partie compacte de la substance noire
Tampon tris saline avec Tween
Tyrosine Hydroxylase

Facteur de nécrose tumorale
Température piéce

Terminal dUTP nicked-end labelling

x1i



Xiil

UCH-L1 Uubiqutine C-terminalhydrolase L1
VTA Aire tegmentale



CHAPITRE I

INTRODUCTION

1.1 La maladie de Parkinson

1.1.1 Bref historique de la maladie de Parkinson

La premiere description de la maladie de Parkinson (MP) remonte a 1817, date a
laquelle un médecin britannique du nom de James Parkinson rédigea un livre appelé
« An essay on the shaking palsy » (Essai sur la paralysie agitante) (1817). 11 y décrivit
les cas de six patients présentant des tremblements involontaires des membres avec
diminution de la force musculaire dans les parties du corps au repos, et méme lorsque
soutenus, une propension & courber le tronc vers l'avant. Egalement, il nota que
cinqg autres patients avaient une propension a courber le dos, et a passer de la marche a la
course, mais les sens et l'intellect n'étaient pas atteints. J. Parkinson associa tous ces
symptdmes a une seule et méme maladie qu’il nomma « Shaking Palsy ». Plus tard, a la
fin du XIXe siécle, le Dr Jean Martin Charcot ajouta la rigidité a 1'excellente description
clinique de Parkinson, désigna cette maladie comme un syndrome et décida de lui

donner le nom de la « maladie de Parkinson ».

Aujourd’hui, la MP se définit plutét par les symptdmes suivants: akinésie,
bradykinésie ou hypokinésie, trois termes souvent confondus (voir 1.1.3.1.3). Gowers
décrivait que la MP consiste en des tremblements, de la rigidité, de I’instabilité
posturale, une démarche courbée et une lenteur musculaire progressive en partie due a sa
rigidité (Gowers 1893). Plusieurs médecins ont aussi décrit cette maladie avec de
nouveaux symptomes (Oppenheim 1911; Schwab et a/ 1959; Wechsler, 1932; Wilson
1940), mais du cumulatif de toutes les recherches, les termes : rigidité musculaire,
tremblements au repos, akinésie, bradykinésie et hypokynésie restent les plus explicites

comme références cardinales des symptdmes de la MP.



1.1.2  Epidémiologie

La MP commence généralement apreés 1’dge de 50 ans et affecte les deux sexes
presque de la méme maniére. Parmi la population blanche, elle affecte entre 66 et
187 personnes sur 100 000. La population noire est peut-€tre partialement protégée. La
prévalence de la MP est de 2 pour 1000 dans la population générale, s’élevant a 2 %
au-dela de 65 ans. La MP se déclare généralement de fagon sporadique autour de 60 ans
avec une prévalence de 1-2 cas pour 1000. Cette prévalence augmente avec 1’4ge, en
effet, on passe de 6-8 cas pour 1000 entre 65 et 69 ans, a 26-35 cas pour 1000 entre 85 et
89 ans. Elle débute en moyenne entre 55 et 65 ans, mais peut survenir a tout age. Elle est
de fréquence discrétement plus élevée chez les hommes que chez les femmes (Dluzen et
al. 2003). Cette différence s’explique par le fait que les femmes posseédent une hormone
féminine appelée estrogénes qui pourrait posséder des effets bénéfiques préventifs entre
autres pour la MP (Amantea ef al. 2005). Son incidence dans les pays occidentaux en
fait le second syndrome neurodégénératif apres la maladie d’Alzheimer. Il existe
également des formes dites familiales ou génétiques qui représentent environ 5 % des
cas, parmi elles les formes dites juvéniles sont plus précoces (entre 30 et 45 ans) et plus

séveres. Dans 95 % des cas, il n’y a aucune liaison génétique.

1.1.3 Symptomes cliniques de la MP

Poser le diagnostic de la MP reste un acte clinique. L’apparition des symptomes
cliniques se fait lorsqu’au moins 50 % des neurones dopaminergiques dans la partie
compacte de la substance noire (SNpc) ont été détruits et avec 80 % de déficit de
dopamine (DA) dans le striatum (Dauer ef al. 2003). Des examens neurophysiologiques
peuvent aider & objectiver certains symptomes dans des cas difficiles ou douteux
cependant, il n’y a pas de test clinique conclusif pour diagnostiquer la MP. Les
trois principaux symptémes de la maladie sont les tremblements au repos, la rigidité

musculaire et la bradykinésie.



1.1.3.1 Symptomes moteurs
1.1.3.1.1 Tremblement au repos

Le tremblement parkinsonien survient quand I’activité musculaire volontaire est
absente. 11 s’observe le plus souvent chez un patient dont le segment de membre, le plus
souvent I’avant-bras, est placé en appui au repos (Lee et a/ 2009) (voir figure 1.1). 11
augmente beaucoup dans des situations de stress ou de fatigue, ou si on demande au
patient de faire un effort intellectuel (calcul mental). Par contre, 1’amplitude de
tremblement se réduit lors de la détente musculaire et de la relaxation. Le tremblement

disparait pendant le sommeil.

Short suifing stegs

Figure 1.1 : Posture caractéristique d’un patient parkinsonien (Lees et al. 2009).

1.1.3.1.2 Rigidité musculaire

C’est la forme particuliére d’hypertonie musculaire se traduisant par une résistance

aux mouvements passifs. Elle est généralisée, touchant les muscles axiaux, proximaux et



distaux, mais on la mettra bien en évidence lors des mouvements de flexion et
d’extension du poignet. Elle est accentuée ou mise en évidence lorsqu’on demande au
patient par exemple d’étendre le bras, il apparait alors une résistance involontaire des
muscles antagonistes qui font plier le bras. La rigidité parkinsonienne s’accompagne
d’une augmentation des réflexes de posture ou de réflexe de contraction d’un muscle

aprés son raccourcissement.

1.1.3.1.3 Akinésie

L’akinésie est un phénoméne complexe ayant plusieurs composantes : 1’akinésie
«vraie» et la bradykinésie. L’akinésie « vraie » traduit la difficulté et parfois
I’impossibilité d’initier un acte volontaire en I’absence de paralysie. Cette akinésie
s’observe encore plus pour les mouvements, obligeant le parkinsonien « a penser tous
ses gestes ». La bradykinésie se manifeste par la lenteur des gestes et affecte beaucoup
les activités de tous les jours (Petit et al. 1994; Zagnoli et al. 2006). C’est le plus
encombrant puisqu’il implique que les malades doivent consacrer plus de temps pour les
taches quotidiennes. L’hypokinésie est caractérisée par la lenteur ou le manque de
mouvement. La présence d’au moins deux de ces trois symptoémes permet de dire que le

patient est atteint de la MP.

1.1.3.2 Symptomes non moteurs
1.1.3.2.1 Les troubles sensitifs

Les troubles sensitifs sont trés fréquents chez les parkinsoniens (Charcot 1880;
Souques 1921). Les douleurs sont souvent vives, surviennent par crises (Toda et al.
2010) et peuvent durer plusieurs mois ou persister tout au long de 1’évolution de la
maladie (Hanagasi ef al. 2011). Elles siégent dans les articulations ou le long des
membres, dans certains cas, on peut avoir une forte et profonde douleur avec
I’impression qu’on scie un membre, qu’on arrache la peau (Souques, 1921) ou encore

une sensation de briilure.



1.1.3.3 Les troubles psychiques

Un premier point concerne I’existence ou non d’une détérioration intellectuelle et
a ce propos, Souques (1921) signalait que I’intelligence est intacte chez le parkinsonien
et que les troubles sont plus apparents que réels. Le visage est inexpressif, hébété, les
réponses sont lentes et difficiles, mais derriére ce masque « le raisonnement est juste, le
jugement sain, D’esprit est vif et lucide ». Il convient par contre d’insister sur le
désintérét et le manque de motivation de ces malades. De plus, 1’attention du sujet étant
tout investie dans la réalisation motrice, il ne peut plus se concentrer de fagon suffisante

sur les réalisations intellectuelles ou sur les communications avec 1’entourage.

Par contre, les études faites de 1922 4 nos jours démontrent que les parkinsoniens
présentent de la démence (Cummings 1988). Cependant, les résultats sont tres différents
d’une étude a 1’autre et peuvent étre récapitulés de la maniére suivante : les deux études
réalisées avant 1960 ont trouvé une prévalence moyenne de 22 % alors que celles faites
en 1960 ont démontré qu’en moyenne 17 % des malades avaient des problémes liés a
leur intelligence. Dans les années 1970, le pourcentage était de 42,5 % et enfin les
études faites dans les années 1980 ont révélé une démence qui peut étre évaluée a
43,3 %. La prévalence la plus faible (4 %) a été signalée en 1922 (Patrick ef al. 1922) et
la plus élevée (93 %) a été signalé en (Pirozzolo ef al. 1982).

1.1.3.3.1 Les troubles de I’affectivité

Les troubles de I’affectivité sont beaucoup plus fréquents, le parkinsonien ressent
normalement les émotions, mais généralement ces sujets sont tristes, inquiets, irritables
et exigeants vis-a-vis de 1’entourage. L’élément dominant est une anxiété qui survient
sur un fond dépressif (Politis er al. 2010). Ces facteurs dépressifs surviennent
indépendamment de I’4ge, du sexe des patients, indépendamment aussi de ’ancienneté

de I’affection et de I’importance du trouble moteur qu’elle entraine (Horn, 1974).



1.1.3.3.2 Les troubles du sommeil

Les troubles du sommeil se manifestent par une insomnie avec des difficultés a
I’endormissement et des réveils fréquents (Kales et a/ 1971). Pour Schott et ses
collaborateurs (1971), 44 % des parkinsoniens se plaignent d’insomnie (Hobson ef al.
2002; Mitra et al. 2009) ou d’une diminution relative du temps de sommeil avec une
durée moyenne de 5 a 6 heures. En outre, les troubles du sommeil contribuent & une
excessive somnolence journaliere, qui va créer chez le patient un manque
d'enthousiasme et une réduction de réalisation de ses activités quotidiennes (Menza ef al.
2010). Schott et ses collaborateurs signalent aussi que ces patients présentent des
perturbations motrices et une agitation gestuelle au cours du sommeil. 28 % des patients
font fréquemment des réves au cours desquels le malade se trouve libéré de toute

contrainte posturale.

1.2 Neuropathologie
1.2.1 Caractéristiques

En absence d’examen neuropathologique, James Parkinson (1817) suggérait que
les 1ésions neuropathologiques siégeaient sur la partie supérieure de la moelle cervicale
et qu’elles pouvaient s’étendre sur la partie basse du bulbe lors de 1’évolution de la

maladie.

Du point de vue neuropathologique récent, la MP est une entité pathologique
raisonnablement définie. Le diagnostic de la pathologie nécessite la perte de mélanine
des neurones dopaminergiques (voir figure 1.2) dans la substantia nigra «pars
compacta» (SNpc) (Cookson et al. 2008). Le déficit en dopamine striatale qui en résulte
est la caractéristique symptomatologique de cette maladie. Il existe néanmoins d’autres
lésions dans d’autres noyaux sous corticaux, comme le locus coeruleus, le nucleus
basalis de Meynert, mais la perte de neurones de la SNpc est extrémement dramatique et
est 'événement pathologique majeur qui caractérise la MP. Cependant, 1a mort cellulaire

n'est pas suffisante pour le diagnostic pathologique. La plupart des définitions exigent



également la présence de corps de Lewy (Hughes ef al. 2001) qui sont des dépéts intra
neuronale de lipides et de protéines, principalement une petite protéine appelée
a-synucléine. Les corps de Lewy ne sont pas vraiment spécifiques pour cette maladie
parce qu’ils sont trouvés dans d'autres troubles, par exemple la maladie d’Alzheimer
(Okazaki er al. 1961; Kosaka e al. 1984). En conclusion, le diagnostic
neuropathologique de la MP nécessite la présence de corps de Lewy et la perte des

neurones dopaminergiques (voir figure 1.2).
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Figure 1.2 : Les relations entre la mort cellulaire et la formation des CL dans la MP
(Kosaka et al. 1984).

1.2.2 Perte de la pigmentation

Chez les patients parkinsoniens, les premiers symptomes moteurs n’apparaissent
que lorsqu’on observe une perte de pres de 60 & 80 % des neurones dopaminergiques. La
dépigmentation de la substance noire permet de rendre compte de la disparition des
neurones dopaminergiques contenant des pigments de neuromélanine (Dauer ef al.
2003). Les fibres nerveuses projetant de la substance noire vers le putamen et le noyau
caudé sont directement affectées par la forte diminution du taux de dopamine produit par

les neurones dopaminergiques, ce qui conduit a une perte progressive du contréle moteur



(voir figure 1.3). Les mécanismes contribuant a la perte progressive des neurones
dopaminergiques de la SNpc sont mal connus. Cependant, nous savons que cette
dégénérescence est principalement due & une exacerbation des phénomeénes d’apoptose
(Mochizuki et al. 1996). La disparition du syst¢éme dopaminergique s’accompagne d’une
dégénérescence progressive d’autres voies nerveuses telles que les systémes
noradrénergiques (au niveau du locus coeruleus) (Remy et al. 2005) et les systémes

cholinergiques (au niveau du noyau basal de Meynert) (Spehlmann et al. 1976).
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Figure 1.3 : La voie nigro-striée en condition normale et en condition pathologique.
A gauche, les différents noyaux composant la voie nigro-striatale.
A droite, le circuit reliant la substance noire au putamen et au noyau
caudé (d’apreés Dauer W. et al. 2003).

1.2.3 Les corps de Lewy (CL)

En 1912, F.H. Lewy a décrit pour la premiere fois des inclusions cytoplasmiques
présentes dans les noyaux neuronaux de patients atteints par la MP (Lewy 1912;
Holdorff 2002). On les nomme aujourd’hui corps de Lewy lorsque ces inclusions ont
une forme globulaire, et « neurites de Lewy » lorsqu’elles ont une forme de fuseau. On
retrouve ces inclusions dans d’autres pathologies neurodégénératives telles que la
Démence a CL ou encore dans les AMS « atrophies multisystématisées ». Les CL sont
des inclusions intracytoplasmiques principalement constitués de protéines agrégées.

Quelle que soit la maladie dans laquelle on les observe, la composante majeure des CL



est I’a-synucléine (Spillantini ef al. 1997). Actuellement, plus de 70 protéines ont été
identifiées dans les CL (Wakabayashi et al. 2007). 11 est intéressant de noter que parmi
ces 70 protéines on retrouve les protéines impliquées dans les formes familiales de la
maladie de Parkinson : la parkine (voir figure 1.4), PINK1 (Schlossmacher et al. 2002;
Gandhi et al. 2006), DJ-1 (Bandopadhyay ef al. 2004), I’a-synucléine (Spillantini ef al.
1997), UCHLI1 (Lowe et al. 1990), LRRK2 (Miklossy et al. 2006) et la synphiline-1
(Wakabayashi ef al. 2000). Les CL sont une caractéristique histologique de la MP.
Généralement & I’autopsie presque tous les parkinsoniens ont des CL alors que
seulement 10 % des gens qui décedent d’une maladie autre que la MP présentent des CL
(Pollak 2004).
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Figure 1.4 : Les immunomarquages de différents composants des corps de Lewy
(Spillantini ef al. 1997).

1.3 L’étiologie de la maladie de Parkinson

La pathogenéese de la MP est fréquemment associée a trois dysfonctions majeures
qui apparaissent dans le cerveau des patients. Des dysfonctions de la mitochondrie

associées au stress oxydant sont considérées comme jouant un role majeur dans le
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développement de cette maladie, & ceux-ci s’ajoute une augmentation des protéines mal
repliées provoquée par des défauts au niveau du systéme ubiquitine-protéasome. Que ce
soit dans les cas de formes sporadiques ou de formes familiales, le mauvais
fonctionnement des mitochondries entraine la troisiéme étape appelée dégénérescence
neuronale. Le lien direct entre la MP et le mauvais fonctionnement mitochondrial a été
établi par des études post-mortem, décrivant une déficience du complexe-I de la chaine
respiratoire au niveau de la substance noire, dans les neurones et dans les cellules gliales
des parkinsoniens (Mizuno et al. 1989; Schapira et al. 1989). Cette déficience du
complexe-I est également visible au niveau du muscle squelettique et des plaquettes
(Bindoff et al. 1989; Parker et al. 1989). Dans la MP, seules la stabilité structurale et
’activité du complexe-I de la chaine respiratoire sont affectées par une augmentation de
I’oxydation endogene (Keeney et al. 2006). Chez des parkinsoniens, on observe au
niveau mitochondrial, une diminution de la production d’ATP, une génération de
radicaux libres et une augmentation des processus apoptotiques dus a la sensibilisation
accrue des cellules par la protéine pro-apoptotique Bax (Perier ef al. 2005). Dans la
majorité des cas, la MP est néanmoins sporadique et vraisemblablement d’origine

multifactorielle avec I’implication de facteurs génétiques et environnementaux.

1.3.1 Facteurs environnementaux

Les facteurs environnementaux sont fortement suspectés depuis qu’ils ont été mis
en évidence a la fin des années 70 par la découverte d’un syndrome parkinsonien
d’origine toxique chez des toxicomanes de la cbte ouest des Etats-Unis. Ces derniers
s’étaient en effet injectés involontairement un produit chimique, le MPTP, qui s’est
révélé étre sélectivement toxique pour les neurones dopaminergiques. Suite a ces
observations et a des études épidémiologiques, les recherches faites sur une éventuelle
surexposition des patients a des agents chimiques de structure proche de celle du MPTP,
comme certains insecticides et pesticides, ont permis d’obtenir différents résultats. Les
résultats de ces études sont contradictoires, certaines ont montré un risque de
développement de MP plus élevé chez les gens exposés a ces toxiques, d’autres études

n’ont pas été trés concluantes. Des études écologiques au Canada et en Californie ont
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montré une association entre des mesures d’utilisation des pesticides et la MP (Barbeau
et al. 1987; Ritz et al. 2000). De plus, dans une étude taiwanaise, 1’exposition au
paraquat pendant plus de 20 ans était associée a la MP (Liou et al. 1997) tandis qu’en
Allemagne, une association significative était retrouvée pour les organo-chlorés et

carbamates (Seidler et al. 1996).

1.3.2 Facteurs génétiques

Chez 15 % des patients environ, on retrouve cette maladie dans leurs antécédents
familiaux. De fagon exceptionnelle, I’hérédité est de type autosomique dominant. Dans
quelques-unes de ces familles, il a ét¢ mis en évidence une mutation dans le géne codant
pour I’alpha-synucléine (chromosome 4). Plus fréquemment, on observe une hérédité de
type autosomique récessive. Dans 10 % des formes familiales, une mutation dans le geéne
codant pour une protéine de fonction encore inconnue, la « parkine » (chromosome 6), a
été identifiée dans les populations européennes et japonaises. Principalement six génes
sont associés a des formes dominantes ou récessives de la maladie incluant:
a-synucléine, Parkine, UCH-L1, PINK1, DJ-1 et LRRk2/dardarine (Harvey ef al. 2008)
(voir figure 1.5).

1.3.2.1 PARKI1 : a-synucléine

Le géne a-synucléine a été décrit pour la premiére fois en 1997 et est présent sur le
chromosome 4q21. Il a été¢ découvert dans une grande famille avec un parkinsonisme
hérité sur un mode autosomique dominant (Polymeropoulos et al. 1997). Le
geéne a-synucleine est situé au niveau du locus PARKI et a été le premier géne a étre
identifié dans la MP. Il a un mode de transmission dominant et sa protéine est retrouvée
sous forme d’agrégats dans les CL (Spillantini e al. 1998; Conway et al. 2000). En ce
qui concerne la forme sporadique de la MP, les malades présentant le phénotype
a-synucléine sont plus jeunes (46,5 ans en moyenne) comparé a ceux présentant d’autres
génotypes et aussi, ils ont une évolution trés rapide comparée a 1’évolution de la MP

causé par d’autres geénes (Golbe ef al. 1990). La protéine a-synucléine est retrouvée en
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abondance dans le tissu cérébral et est I’'un des constituants majeurs des CL (Spillantini

et al. 1997).

1.3.2.2 PARK 2 : la parkine

Découverte en 1998 au Japon (Kitada ef al. 1998) chez des sujets souffrant d’un
parkinsonisme juvénile de transmission autosomique récessive avec une bonne réponse
thérapeutique. Le phénotype différe de la forme sporadique de la maladie par un début
souvent précoce, une progression lente, une dystonie fréquente dés le début de la
maladie et des dyskinésies sous traitement dopaminergique (Lucking et al. 2000), 1l
s’agit du geéne le plus fréquemment impliqué dans les parkinsonismes du sujet jeune,
avec une mutation retrouvée chez 77 % des patients de moins de 20 ans et de 26 % chez
des individus compris entre 21 et 30 ans (Lucking et al. 2000). L’examen pathologique
ne présente pas les CL (Mori ef al. 1998), hormis dans certains cas isolés (Farrer ef al.

2001).

1.3.2.3 PARKSS : ubiquitine C-terminalhydrolase L1 (UCH-L1)

La mutation du geéne ubiquitine C-terminalhydrolase L1 (UCH-L1) a été décrite
pour la premiére fois en 1998 par Leroy et ses collaborateurs. PARKS est responsable
d’un parkinsonisme autosomique dominant ressemblant a la forme sporadique de la MP,
mais avec un début plus précoce (Leroy et al. 1998), UCH-L1 fait partie d’une famille
de protéines qui hydrolysent les extrémités C-terminales des molécules d’ubiquitine, afin
d’en permettre le recyclage. /n vitro, la forme mutée 193M de UCH-L1 a une activité

enzymatique réduite, ce qui entrave la voie ubiquitine-protéasome (Leroy et al. 1998).

1.3.24 PARK 6 : PINK-1

Un parkinsonisme autosomique récessif d’un sujet jeune a été associé a un locus
situé sur le chromosome 1p35-36 au sein d’une famille italienne (Valente ef al. 2001).

Hormis I’dge et 1’évolution lente, le phénotype est semblable a celui de la forme
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sporadique. Cette forme répond trés bien au traitement avec la L-Dopa
(Valente et al. 2002). Une étude par tomographie par émission de positrons (PET) et a la
6-Fluorodeoxyglucose (6FDG) scan a montré une réduction non seulement dans le
putamen postérieur, mais également aussi dans la partie antérieure du putamen ainsi que
dans la téte du noyau caudé, avec un gradient moindre que celui observé dans la forme

sporadique de la maladie (Khan et al. 2002; Khan et al. 2002).

1.3.2.5 PARK 7:1aDJ-1

Récemment, 1’étude de deux familles avec un parkinsonisme autosomique récessif,
’'une hollandaise et I’autre italienne, a permis de mettre en évidence d’une délétion et
une mutation ponctuelle sur le chromosome 1p36, au niveau du locus PARK 7,
enticrement contenues dans le gene DJ-1 (Bonifati et al. 2003). Bien que la fonction
précise de cette protéine soit inconnue a ce jour, certains arguments font penser qu’elle
pourrait étre impliquée dans les mécanismes de défense cellulaires contre le stress

oxydant.

1.3.2.6 PARK 8 : la dardarine

Ce locus est situé sur le chromosome 12 et a été décrit au sein d’une famille
japonaise avec un parkinsonisme autosomique dominant semblable a la forme
sporadique de la maladie. Cette forme débute vers 50 ans et a une bonne réponse au
traitement pharmacologique (Funayama et al 2002). La pénétrance du geéne est
probablement réduite. L’examen pathologique pratiqué sur plusieurs patients a montré

1’absence de CL.
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Figure 1.5: Les différentes mutations génétiques et diverses modifications observées
dans la MP (Dauer ef al. 2003).

1.4 Traitements de la maladie de Parkinson

De nos jours, il n’existe aucun traitement curatif. Les traitements actuels qui
peuvent étre proposés ont pour principal objectif de corriger les symptdémes, en
particulier moteurs, permettant ainsi d’atténuer leurs conséquences sur la vie du patient
et d’augmenter son espérance de vie. Ils sont principalement classés en

quatre catégories : pharmacologiques, chirurgicaux, géniques et neuroprotecteurs.

1.4.1 Traitements pharmacologiques

IIs sont & I’heure actuelle ceux qui donnent les meilleurs résultats. Leur objectif
principal est de rétablir I’activité dopaminergique soit par I’apport des précurseurs ou
d’agonistes de la dopamine, soit en limitant la dégradation de la dopamine libérée par les

neurones dopaminergiques. Ces traitements utilisent une combinaison de L-DOPA, le
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précurseur de la dopamine capable de traverser la barriere hématoencéphalique
(Andersen ef al.), et de cabidopa, un inhibiteur de la décarboxylase périphérique. La
L-DOPA est administrée par voie orale et se distribue largement a tous les tissus y
compris le cerveau ou elle est décarboxylée en dopamine et stockée dans les neurones.
Cependant, la formation périphérique de la dopamine, molécule qui ne peut pas traverser
la. BHE, est la source de nombreux effets secondaires indésirables qui sont
considérablement réduits par des inhibiteurs de la décarboxylase périphérique. La
demi-vie plasmatique de la L-DOPA est trés courte, de I’ordre de 1,5 a 3 heures (en
présence d’inhibiteur de la décarboxylase). Ce sont les neurones dopaminergiques
survivants qui assurent I’amortissement de cette cinétique grice a leur capacité de
stockage et de libération de la dopamine, permettant ainsi d’étre particuliérement
effectifs sur 1’akinésie et la rigidité lors des premiers stades de la maladie. Cependant,
lorsque la pathologie progresse, il y a de moins en moins de neurones dopaminergiques
capables de synthétiser de la dopamine, entrainant ainsi un effet moindre du traitement
et engendrant aussi des nouveaux troubles moteurs induits par la L-dopa telles que des

dyskinésies (Obeso ef al. 2000).

Il existe aussi des traitements utilisant des agonistes dopaminergiques ou des
inhibiteurs enzymatiques. Les agonistes dopaminergiques stimulent les récepteurs D2 et
leur activité pharmacologique n’est pas influencée par le stock de neurones
dopaminergiques puisqu’ils agissent sur les récepteurs post-synaptiques. Cependant, ils
possedent des propriétés alpha-adrénergiques et sérotoninergiques responsables d’effets
indésirables (vasospasme, cedéme des membres inférieurs, fibrose pulmonaire). Les
agonistes plus récents sont des composés synthétiques plus spécifiques des récepteurs

D2 présentant moins d’effets secondaires.

Les inhibiteurs enzymatiques permettent de prolonger I’effet thérapeutique de la
L-DOPA en inhibant les enzymes participants a sa dégradation telle que la mono amine
oxydase (MAO) et la catéchols-o-méthyle transférase (COMT) qui transforment la

L-DOPA en 3-o-methyldopa, un métabolite inactif et antagoniste a la pénétration de la
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L-DOPA dans le cerveau. Ils permettent d’augmenter la biodisponibilité de la L-DOPA

et sa demi-vie plasmatique.

1.4.2 Traitements chirurgicaux

Ce sont des traitements envisagés dans les stades avancés de la MP et
généralement utilisés quand les traitements pharmaceutiques ne sont plus suffisants. La
chirurgie d’ablation peut étre 1’un de ces traitements, proposant une lésion ciblée d’une
partie du cerveau comme la pallidectomie ou encore la thalamotomie. En effet, on peut
effectuer une lésion par électrocoagulation & haute fréquence dans les régions du
pallidum, par la technique d'intégration neurostructurale (NST) et en modérant I’activité
inhibitrice excessive du complexe globus pallidus interna/substance noire réticulée
(GPi/SNr) sur le thalamus. Cependant les inconvénients de cette technique 1ésionnelle
résident dans leur caractére traumatique et irréversible souvent associé a des
complications lorsque la 1ésion est bilatérale. Les bénéfices a long terme sont compromis
par I’évolution de la pathologie (Walter e al. 2004). 1l existe aussi une approche
chirurgicale souvent combinée a I’administration de la L-DOPA et de la carbidopa
permettant de pratiquer des stimulations cérébrales profondes dans les régions du
pallidum et la NST (Pelmutter et Mink, 2006) qui ont pour effet de soulager les
symptomes. La technique consiste a implanter des microélectrodes dans une de ces
régions cérébrales, puis a pratiquer une stimulation électrique a haute fréquence qui aura
un role inhibiteur sur I’activité neuronale de cette zone. Les possibilités d’appliquer ce
traitement d’une maniere bilatérale avec un caractére réversible et d’ajuster en
permanence les parametres de la stimulation en font des avantages importants. Par

contre, son développement reste limité pour son colit prohibitif et sa technicité élevée.

1.4.3 Thérapie génique

Elle utilise les génes comme médicaments et reste encore expérimentale. Cette
technique implique I’introduction des génes dans des cellules soit pour remplacer un

géne déficient, soit pour produire des protéines spécifiques nécessaires pour combattre
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ou corriger les maladies visées. Les progrés récents dans la connaissance des
mécanismes impliqués dans la dégénérescence neuronale, ainsi que le développement
des techniques de biologie moléculaire et de transfert de génes ont ouvert de nouvelles
possibilités de traitements thérapeutiques pour les maladies neurodégénératives. Les
génes thérapeutiques peuvent étre introduits dans le systéme nerveux central (SNC) par

deux types d’approches, soit de manieres indirectes ex vivo, ou directes in vivo.

Dans la thérapie génique ex vivo, les geénes thérapeutiques sont introduits in vitro
dans des neurones ou dans des cellules non neuronales qui seront ensuite transplantées.
Ces cellules peuvent étre des cellules autologues, allogéniques ou xénogéniques.
L’emploi des cellules autologues contourne le probléme du rejet, mais demande une
mise en place de banques de cellules spécifiques pour chaque individu. L’utilisation des
cellules allogéniques et xénogéniques reste plus limitée a cause du risque de rejet qui,
néanmoins, est moins important dans le cerveau, site privilégié sur le plan immunitaire.
La thérapie génique directe dans le SNC permet I’expression de protéines spécifiques
par les cellules de I’hdte, avec une libération locale évitant ainsi les effets secondaires de
ces protéines lorsqu’elles sont administrées par d’autres voies. Cependant, le transfert du
géne dans des cellules nécessite toujours une injection intracérébrale. Dans les
deux types d’approches, I’efficacité de la thérapie génique dépendra principalement du
choix des deux vecteurs qui peuvent étre: soit des vecteurs des macromolécules
synthétiques (liposomes, lipides, polymeéres cationiques), soit des vecteurs viraux qui

constituent aujourd’hui le systéme le plus efficace de transfert dans le systéme nerveux.

Egalement, pour la thérapie génique ex-vivo, le choix de véhicules cellulaires est
important dans le transfert du géne. En effet, la transfection cellulaire in vitro a débuté
sur des lignées cellulaires neuronales ou non neuronales, mais elle a rencontré le danger
d’utiliser des cellules immortalisées proliférant aprés transplantation et pouvant
éventuellement former des tumeurs in vivo. Afin d’éviter ce probléme, des cultures
primaires des cellules non neuronales comme les astrocytes ou les fibroblastes ont été
utilisées (Chen et al. 1995; Cortez et al. 2000). Par la suite, des transferts de genes par

des vecteurs viraux ou des vecteurs synthétiques ont été développés sur des cultures de
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cellules neuronales primaires ouvrant ainsi d’autres possibilités a la transplantation de
cellules génétiquement modifiées (Levallois ef al. 1994). Enfin, la transplantation des
cellules transfectées encapsulées dans des sphéres ou des polyméres biodégradables
constitue une approche prometteuse dans la thérapie génique. Cette encapsulation
permet en plus une protection contre le systéme immunitaire de 1’hote (Aebischer ef al.
1996). La voie d’administration est aussi importante dans 1’efficacité et surtout dans la
sécurité de la thérapie génique in vivo. Une injection directe par stéréotaxie est
privilégiée si le but est d’atteindre des régions difficiles d’accés. Cependant, pour
obtenir des bons résultats, une voie d’administration a été développée utilisant le
transport axonal rétrograde, mais elle nécessite une population cellulaire particuli¢re et

surtout des cellules dans de bonnes conditions (Finiels ef al. 1995; Ghadge ef al. 1995).

1.4.4 Thérapie neuroprotectrice

Bien que des thérapies aient montré une efficacité dans les stades précoces de la
maladie, une approche prometteuse pourrait étre la mise en ccuvre d’une thérapie
neuroprotectrice utilisant des facteurs limitant ou stoppant le processus de
dégénérescence. Les facteurs neutrophiques pourraient jouer ce réle. En effet, ce sont
des molécules qui naturellement contrélent le développement, la plasticité et ’intégrité
structurale du systéme nerveux. Leur présence a 1’dge adulte en faible concentration
serait indispensable a la survie et au fonctionnement de certaines populations
neuronales. La perte d’expression des facteurs neutrophiques serait a l’origine du
vieillissement et de la mort neuronale bien que leur implication dans ces mécanismes n’a
pas été clairement démontrée (Hefti 1994; Zuccato er al. 2001). Plusieurs facteurs
neutrophiques sont actifs sur les neurones dopaminergiques parmi lesquels on note les
mitogeénes, des cytokines, et des gangliosides. Les effets de ces molécules peuvent étre
directs ou mettre en jeu les cellules gliales. Des études tendent 2 montrer que la
dégénérescence des neurones dopaminergiques dans la MP serait une mort cellulaire
apoptotique (Tompkins et al. 1997) induite par I’absence des facteurs anti-apoptotiques.
Ces observations permettent de penser que ces facteurs peuvent étre introduits dans les

traitements de la MP. Cependant, I’administration de ces facteurs neurotrophiques n’est
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pas aisée, car elle doit tenir compte de plusieurs éléments comme la spécificité et la
durée d’action. De plus, les facteurs neurotrophiques passent trés peu la barriere
hémathoencéphalique (BHE) ce qui demande de trés fortes doses en cas d’administration

périphérique (orale, muqueuse nasale, absorption ou injection a travers la peau).

1.5 Nur77

Nur77, également connu comme facteur de croissance du nerf TR3 et induit par le
clone B (NGFI-B) (Milbrandt 1988; Zhang et al. 1999), a été connu comme médiateur
d’apoptose pour les cellules T (Lin ef al. 2004) et les thymocytes (Liu ef al. 1994,
Woronicz et al. 1994). Nur77 est un récepteur nucléaire orphelin induit par différents
stimuli tels que la croissance et le stress. Nur77 (aussi connu sous le nom TR3, NGFI-B,
TIS1 et NAK-1) (Lim et al. 1987; Hazel et al. 1988; Milbrandt 1988; Chang et al. 1989)
est un facteur de transcription appartenant a la superfamille des récepteurs nucléaires.
Tous les membres de la superfamille ont une organisation structurale hautement
conservée avec une fonction amine dans la région terminale qui code 1’activation de la
fonction 1 (AF-1), suivie par le domaine DNAbinding (DBD) (domaine de liaison de
I’ADN) et le Lingand- binding domain (LBD) (domaine de liaison du ligand) (voir
figure 1.6). La région C-terminale code 1’activation de la fonction 2 (AF-2) (Kastner et
al. 1995), Mangelsdorf et Evans, 1995). Des études récentes ont démontré que AF-1
joue un rdle majeur dans la transactivation de Nur77, tandis que AF-2 n'est pas
indispensable (Wansa et al. 2002; Wansa et al. 2003). Nur77, Nurrl (aussi connu
comme RNR-1, TINUR, et HZF-3) et NOR-1 (MINOR, CHN, et TEC) forment une
sous-famille distincte au sein de la superfamille des récepteurs nucléaires (Ferri et al.
2001; Zhang 2002; Hsu et al. 2004; Martinez-Gonzalez et al. 2005). Ils sont classés
comme des récepteurs orphelins parce que leurs ligands physiologiques n’ont pas encore
été identifiés (Kastner et al. 1995; Mangelsdorf et al. 1995). L’analyse structurale des
LBD de Nurrl ne révele pas des classiques poches de liaison du ligand des récepteurs
(Zhang 2002; Baker et al, 2003; Wang et al, 2003), ce qui suggeére que les fonctions
biologiques de la sous-famille de Nur77 sont régulées par des mécanismes indépendants

du ligand. Nur77 est unique parmi les récepteurs nucléaires parce qu'il est également un



20

geéne immédiat et précoce induit par une diversité de stimulations extracellulaires, allant
de la survie, a la différenciation et a l'apoptose. Ils travaillent par l'intermédiaire des
modes d'action distincts, et comptent pour la diversité des activités biologiques de

Nur77.

AF-1 DBD LBD AF-2
ﬁ T 1 f |
Nur77 A/B

Figure 1.6 : Représentation schématique de la séquence de Nur77. AF-1 : activation
fonction-1 (fonction d’activation 1), DBD : DNA-binding domain, LBD
Lingand- binding domain (domaine de liaison du domaine), AF-2:
Activation fonction-2 (fonction d’activation 2) (Moll ef al. 2006).

1.5.1 Les facteurs de transcription : Nur77

Les facteurs de transcription reconnaissent généralement des petites séquences
d’ADN conservées contenues au niveau des promoteurs de leurs génes cibles. Certains
de ces facteurs et de ces séquences sont communs a plusieurs génes et utilisés de
maniére constitutive alors que d’autres sont des geénes spécifiques et leur activité est

régulée par un mécanisme précis (voir figure 1.7).

Nur77 a été initialement identifié comme un gene immédiat précoce et rapidement
induit par les facteurs de stress et de croissance, y compris le facteur de croissance du
nerf (Benrimoj et al.) « nerve growth factor »* (Benrimoj ef al.). Malgré que Nur77 soit
beaucoup exprimé dans divers tissus, cependant les séquences de son domaine de
transactivation ne sont pas bien conservées (Ryseck ef al. 1989; Bandoh et al. 1997).
Nurrl est détecté principalement dans le thymus, les ostéoblastes, le foie et la glande
pituitaire (Lindahl et al. 1995; Bandoh et al. 1997) et NOR1 est exprimé a un niveau
élevé dans la glande pituitaire, mais a de faibles niveaux dans le thymus, les reins, le
ceeur, le muscle squelettique et les glandes surrénales (Lindahl ef al. 1995; Tulin et al.

2003).
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Figure 1.7 : Mode d’action d’un facteur de transcription.

1.5.2 Nurs, les rétinoides et les systémes dopaminergiques

Des données récentes suggérent que les membres du sous-groupe du récepteur
nucléaire orphelin sont étroitement associés a la neurotransmission dopaminergique, a
travers leur action en tant que facteurs de transcription. En l'absence de Nurrl, les
précurseurs des neurones dopaminergiques du mésencéphale adoptent la localisation
normale et un phénotype neuronal, mais pas le phénotype dopaminergique, comme
démontrer en l'absence d'expression de la tyrosine hydroxylase (TH) et tous les autres
marqueurs dopaminergiques des neurones (Zetterstrom ef al. 1997). Dans des conditions

normales, Nur77 et NOR] sont exprimés principalement dans les zones cibles des
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neurones dopaminergiques, comme le cortex préfrontal et le striatum (Zetterstrom et al.
1996; Beaudry et al. 2000; Werme et al. 2000). Dans des conditibns basales, leur taux
d'ARNm est extrémement faible dans la substance noire (SN) et l'aire tegmentale
ventrale (VTA) du cerveau adulte (Zetterstrom et al. 1996). Cependant, leur expression
peut étre sensiblement augmentée dans le complexe SN-VTA par l'administration

d'antagonistes des récepteurs D2 de la dopamine (Maheux et al. 2005).

1.5.3 Nur77 et sa liaison a ’ADN

Nur77 se lie a 'ADN sous forme monomére, homodimeére ou hétérodimére avec le
récepteur rétinoide X (RXR) (Ullrich ef al. 2001) (voir figure 1.8). Les domaines de
liaison avec 'ADN sont homologues a 90 %, tandis que les domaines de liaison du
ligand sont moyennement conservés chez les autres membres de cette sous-famille
(Winoto 1997). Nur77 céde ses activités de promotion de croissance par son action dans
le noyau qui exige sa liaison & I'ADN (Forman ef al. 1995; Perlmann ef al. 1995). Nur77
est constitutivement actif lorsqu'il est surexprimé, ce qui suggére la possibilité que son

activité ne nécessite pas de stimulation du ligand.
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Figure 1.8 : Les différents types de liaison de Nur77 (Levesque ef al. 2007).

1.5.4 Nur77 et sa liaison avec Bel-2

La translocation de Nur77 du noyau au cytoplasme favorise une liaison avec la
molécule anti-apoptotique appelée Bcl-2 (Moll ef al. 2006). Bel-2 est un membre de la
grande famille Bcl-2 et est un régulateur essentiel de l'apoptose: un processus
biologique important qui élimine les cellules malignes, celles avec 'ADN endommagé
ou enfin celles avec un cycle cellulaire aberrant (Reed 1998; Cory et al. 2003; Green et
al. 2004). Tous les membres de la famille de Bcl-2 possédent un des quatre domaines
BH (Reed 1998; Cory et al. 2003). Les membres de la famille anti-apoptotique de Bcel-2
(Bcl-2 et Bel-xL) ont des poches hydrophobes sur leur surface. Ces dernieres sont
importantes pour leurs fonctions anti-apoptotiques parce qu’elles cachent leur domaine

BH3. Par contre, les pro-apoptotiques membres de la famille Bcl-2 exposent leur
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domaine BH3 (voir figure 1.9), qui se lient aux poches hydrophobes des
anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2 (par leur domaine BH1, BH2 et BH3) pour
inhiber I’effet de survie cellulaire (Moll ef al. 2006). Le facteur anti-apoptique Bcl-2
peut étre converti en une molécule pro-apoptotique par le récepteur nucléaire orphelin
Nur77. La liaison hydrophobe entre Nur77 et Bcl-2 permet un réarrangement de la
molécule Bcl-2 et lui donne une nouvelle conformation. Cette nouvelle conformation est
responsable de la conversion de Bcl-2 de cytoprotective a une molécule cytodesctructive
(Moll ef al. 2006). Durant sa translocation, Nur77 initie la cascade apoptotique par la
migration vers les mitochondries ou il interagit avec la protéine Bcl-2 en la convertissant
de protecteur a tueur (Thompson et al. 2008). Le complexe de Nur77 et Bcl-2 (voir
figure 1.10) peut étre trés efficace dans I’induction d'apoptose dans des cellules
cancéreuses parce qu’il engage simultanément la suppression de la fonction de survie et

I’activation du potentiel pro-apoptotique (Zhang 2007; Sibayama-Imazu et al. 2008).
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Figure 1.9 : Mécanisme de transcription de I’activité de Nur77 (Moll ef al. 2006).
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Figure 1.10 : Transformation de Bcl-2 par Nur77. La conformation anti apoptotique est
maintenue par un réarrangement de Bcl-2 en exposant son domaine de
liaison BH3 : Bcl-2 devient une molécule pro-apoptotique (Zhang 2007).

1.5.5 Nur77 : croissance et apoptose

Bien qu'il reste difficile de savoir comment Nur77 fonctionne comme médiateur
d’apoptose, une étude de Li et ses collaborateurs (Li ef al. 2000) suggére qu’en réponse
a certains stimuli apoptotiques, Nur77 subit une translocation du noyau vers la
mitochondrie, ou il induit la libération du cytochrome ¢. En revanche, 1'effet apoptotique
de la transcription de Nur77 est indépendant et se produit en l'absence de son domaine
DNAbinding (Jeong et al. 2003; Wilson ef al. 2003; Stasik ef al. 2007). La translocation
de Nur77 du noyau vers la membrane mitochondriale représente un signal initial de mort

cellulaire.

1.5.6 Similarité entre Nur77 et p53

En réponse a des stimuli d’apoptose, p53 agit dans le noyau comme facteur de
transcription en induisant I’expression de geénes pro-apoptotiques. Par contre, Nur77 est
un peu particulier a cause de sa double fonction pro- et anti-apoptotique. Nur77 en tant
que facteur de transcription favorise la survie. Dans le cytoplasme, les protéines de p53
et de Nur77 favorisent l'apoptose en ciblant directement les mitochondries et en se liant

aux molécules anti-apoptotiques (voir figure 1.11) et forment les complexes suivants :
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Bcl-2 (Nur77) et Bel2/BelxL (p53) (Moll et al. 2006). Le géne suppresseur p53 utilise sa
liaison avec I’ADN pour se lier en dessous de Bcl-xL et Bcl-2 et par conséquent inhibe
leur fonction anti-apoptotique. Nur77 se lie a la région de la boucle de Bc¢l-2, permettant
ainsi un réarrangement structural de Bcl-2 et favorisant ainsi I'exposition de son domaine
BH3 (voir figure 1.10). Cette nouvelle configuration transforme Bcl-2 en un tueur et par
conséquent déclenche la relache du cytochrome ¢ et le début d’apoptose. Le résultat
final de ces deux cas est I’homo-oligomérisation de Bax et la perméabilisation de la

membrane mitochondriale (Moll et al. 2006).

Apoptotic
stimuli

Y
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Figure 1.11 : Similarité entre Nur77 et p53 sur la mort apoptotique (Moll et al. 2006).

1.6 Stress oxydant

Le stress oxydant est un stress induit par des espéces réactives oxygénées (ROS)
« Reactive Oxygen Species » et par les espéces réactives de ’oxyde d’azote « Reactive
Oxygen Nitrogen Species » (RONS). Ces espéces sont constituées du peroxyde
d'hydrogéne (H,O;) qui, en présence de fer (sous forme ionique Fe2+), donne
deux radicaux hydroxyle (*OH) et le monoxyde d’azote (NO-), ou encore les radicaux
dérivant d’acides gras insaturés. Il existe des mécanismes cellulaires permettant la

détoxification de ces ROS (thiorédoxine), mais lorsque ces systémes n’arrivent plus a
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détoxifier il y a stress oxydant. Des études post-mortem ont clairement montré
I’implication des dommages provoqués par les radicaux libres dans la pathogenése de la
MP. En particulier, des détériorations au niveau des protéines, des lipides et de ’ADN
ont été détectées au niveau de la substance noire des patients (Jenner 2003). Les causes
de D'augmentation du stress oxydant dans la MP restent inconnues, cependant
I’accroissement du taux de radicaux libres pourrait étre expliqué par les dysfonctions
mitochondriales (voir figure 1.12), ’augmentation du métabolisme de la dopamine
produisant en excés de H,O, et d’autres ROS, 1’accroissement du taux d’oxyde ferreux
et une diminution de ’efficacité des voies de défense anti-oxydantes (Jenner 2003). Le
stress oxydant est considéré comme néfaste pour les neurones, car il favorise la
dégénérescence neuronale (voir figure 1.13). En effet, I’inhibition ou une mutation au
niveau du complexe-I de la chaine respiratoire induit une augmentation de la production
de radicaux libres. Inversement, une augmentation du stress oxydant induit des

dysfonctions mitochondriales (un environnement oxydant).
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Figure 1.12 : Sites de production de ROS dans la chaine de transport des électrons de la
mitochondrie (Balaban et al 2005).
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Figure 1.13 : Stress oxydant induit par une rupture d’équilibre entre la production et
I’élimination de radicaux libres (Lotharius et Brundin 2002).

1.6.1 Le stress oxydant reproduit expérimentalement par la 6-OHDA

La 6-hydroxydopamine est un analogue hydroxylé de la dopamine isolé pour la
premiére fois en 1959. Son premier effet décrit est la capacité d’induire une déplétion
noradrénergique au niveau du systéme nerveux autonome. Ses potentiels neurotoxiques
ont ensuite €t¢ démontrés au niveau du systéme nerveux périphérique. Incapable de
traverser la barriere hémato-encéphalique, la 6-OHDA ne peut induire une Iésion nigrale
chez le rat qu’aprés une injection stéréotaxique au niveau ventriculaire, directement dans
la substance noire ou au niveau du faisceau médian antérieur reliant la substance noire
au striatum ou enfin au niveau du striatum (1ésion nigrale rétrograde). L’extension de la
lésion dopaminergique ainsi engendrée peut étre évaluée aisément par I’administration
périphérique d’apomorphine ou d’amphétamine qui produit un comportement rotatoire
transitoire chez les animaux ayant une lésion unilatérale, comportement pris pour index
du degré de dégénérescence neuronale (Gerlach et al. 1996). La 6-OHDA permet ainsi
de produire dans la substance grise des lésions semblables a celles observées dans la
MP. Plusieurs études réalisées sur des préparations de mitochondries isolées démontrent
que la 6-OHDA inhibe, d’une maniere réversible et indépendamment de la présence du
fer, de I’activité et du complexe I de la chaine respiratoire mitochondriale (Glinka et al.
1995). En outre, cette capacité d’inhiber le complexe I semble corrélée au comportement

rotatoire induit chez des animaux ayant une Iésion unilatérale. D’autres études
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démontrent que la neurotoxine est capable d’induire une chute du potentiel membranaire
mitochondrial et de provoquer la phosphorylation oxydative d’une maniére similaire au
dinitrophénol. Néanmoins, des effets mitochondriaux directs sont conditionnés par la
capacité¢ de la 6-OHDA d’atteindre cet organite et donc d’entrer dans les cellules
dopaminergiques. Finalement, les phénoménes oxydants et mitochondriaux induits par la
6-OHDA aboutissent a de nombreux événements délétéres pour les neurones
dopaminergiques, les précipitant vers la mort. L’intense stress oxydant provoque des
altérations des systémes de détoxification et du potentiel redox intracellulaire (Kumar et
al. 1995). Ainsi, in vivo, un traitement par la 6-OHDA provoque un accroissement des
taux de malonyl-dialdéhyde (Kumar ef al. 1995) et une diminution des taux de
phospholipides ainsi que des l1ésions de ’ADN mises en évidence par la formation de
8-hydroxy-2’-désoxyguanosine, de 5-hydroxycytosine et de 2,6-diamino,4-hydroxy-5-
formamidopyrimidine (Bruchelt e al. 1991). Les altérations mitochondriales,
elles-mémes productrices des radicaux anions superoxydes, induisent une diminution
importante des taux d’ATP intracellulaire. Cela a pour principales conséquences, d’une
part, d’altérer le stockage vésiculaire de la dopamine, ce qui provoque une augmentation
cytosolique du neurotransmetteur et d’autre part, de perturber la polarisation
membranaire (voir figure 1.13), ce qui induit une cytotoxicité indirecte accompagnée

d’un déreéglement de I’homéostasie calcique (Brouillet ez al. 2000).
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Figure 1.14 : Mécanismes impliqués dans la toxicité de la 6-OHDA et du MPTP
(Lambeng et al. 2002).

1.7 Apoptose
1.7.1 Définition

L’apoptose est un processus actif et physiologique de mort cellulaire, utilisé pour
éliminer les cellules en exces, endommagées ou infectées, potentiellement dangereuses
pour 1’organisme. L’apoptose joue un rdle essentiel dans le développement normal de
I’organisme et dans le maintien de ’homéostasie cellulaire chez 1’adulte, de fagon
opposée a la mitose. La mort cellulaire « normale » a d'abord été observée durant la
métamorphose des amphibiens, puis dans plusieurs tissus en développement, tant chez

les invertébrés que chez les vertébrés (Weber, 1964; Lockshin et al. 2001). L’apoptose
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dans divers tissus et types cellulaires a des caractéristiques morphologiques communes,
qui sont cependant distinctes de celles observées dans les cellules en nécrose (Kerr ef al.
1972). Ces auteurs ont suggéré que ces caractéristiques morphologiques communes
pouvaient étre le résultat d'un programme endogéne sous-jacent de mort cellulaire, qu’ils
ont appelé « apoptose ». Ce terme vient du grec et fait allusion a la chute des feuilles en
automne. Suivant le type de stimuli, la voie apoptotique empruntée sera différente, mais
aboutira a I’activation des caspases. L’une de ces voies est dite extrinséque et fait
intervenir des récepteurs transmembranaires. L’autre est dite intrinséque (voir

sous-titre 1.9.3).

1.7.2 Caractéristiques morphologiques de I’apoptose

Une cellule en apoptose active une série d’événements moléculaires et
biochimiques conduisant a des altérations morphologiques. Ces changements
morphologiques sont spécifiques a ’apoptose et permettent d’identifier ce type de mort
cellulaire. Un des premiers changements observables est la réduction du volume
cellulaire. La cellule se déshydrate et cette perte d’eau intracellulaire conduit a la
condensation du cytoplasme qui aboutit & une modification de la forme et de la taille de
la cellule (voir figure 1.15). Au cours de cette étape, la cellule perd le contact avec ses
voisines. Malgré la rétraction cellulaire progressive, les organites intracellulaires restent
intacts et gardent leur aspect normal jusqu’a la phase terminale de I’apoptose. Le noyau
présente lui aussi des modifications et on assiste a une condensation de la chromatine
qui débute a la périphérie de la membrane nucléaire. Puis, cette enveloppe nucléaire se
désintégre et la chromatine se fragmente en petites masses distinctes (voir figure 1.16).
Aprés cette phase de condensation, la cellule présente a sa surface des vésicules
renfermant des amas de chromatine et des fragments cytoplasmiques, entourés de
membrane plasmique. Ces vésicules vont se détacher de la cellule pour former les corps
apoptotiques qui sont libérés dans le milieu. Ces corps apoptotiques sont rapidement
phagocytés in vivo, par les cellules voisines ou les macrophages, sans provoquer
d’inflammation dans les tissus environnants. En effet, la formation de corps apoptotiques

entourés d’une membrane plasmique intacte prévient le reldichement des constituants
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intracellulaires et donc de la réaction inflammatoire. 1l existe deux voies principales qui
conduisent a D’initiation des événements moléculaires provoquant une mort cellulaire
programmée : la voie intrinseque et la voie extrinséque (Reed 2000; Singh et al. 2007,

Kondo et al. 2010).
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Figure 1.15 : Evolution morphologique d’une cellule en apoptose
(http://www.baclesse.fr/cours/fondamentale/4-division-cellulaire/Divis-i-
17.htm).

1.7.3 Les voies d’apoptose

Suivant le type de stimuli, la voie apoptotique empruntée sera différente, mais
aboutira a I’activation des caspases effectrices. L’apoptose par la voie extrinseque est
initiée lors de la fixation de ligands sur les récepteurs de mort de la superfamille des
TNFs «tumor necrosis factor » (facteur de tumeur de nécrose). L’autre voie dite
intrinséque implique la mitochondrie ainsi que de nombreux intermédiaires qui ne sont

pas représentés sur le schéma ci-dessous. Elle est induite par différents signaux
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cellulaires, passe par une cascade moléculaire au niveau de la mitochondrie, impliquant
" les membres de la superfamille Bcl-2 et aboutissant au reldchement du cytochrome ¢
dans le cytoplasme (Von Ahsen er al. 2000; Singh et al. 2007). Ces deux voies
conduisent a I’activation des caspases effectrices et en particulier la caspase-3 (voir
figure 1.15). L’activation des caspases va induire le clivage de leurs nombreux substrats,

par exemple PARP-1 qui est une enzyme de réparation de I’ADN (Hong ef al. 2004).

Ligands de mort
Retrait des facteurs
neurotrophiques, Stress ,UV...
)

Récepteurs de mort

Procaspase-8

VOIE EXTRINSEQUE

Pmcaspase -3
Caspase-8

H\-lr-———

Caspase-3

=

Protéalyse des
différents substrats

Mort des cellules

Figure 1.16 : Représentation simplifiée des voies intrinséque et extrinséque (Hong et
al. 2004).

1.7.4 Caractéristiques morphologiques de ’apoptose et de 1a nécrose

La nécrose se caractérise par le gonflement de la cellule jusqu’a son éclatement
alors que I’apoptose se définit par une condensation de la cellule, une fragmentation du
noyau et la formation des corps apoptotiques (voir figure 1.17). Contrairement a

’apoptose, au cours de la nécrose, la chromatine n’est pas fragmentée, mais lysée
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(karyolysis). La mort cellulaire par nécrose est toujours en grande partie identifiée par
des signes négatifs avec l'absence de marqueurs d'apoptose ou d’autophagie, en
particulier quand les cellules subissent une perméabilisation précoce de la membrane
cellulaire. Bien que les mécanismes et les aspects morphologiques de 1’apoptose et de la
nécrose different, dans certaines situations il peut parfois étre observé un chevauchement

de ces deux processus. (Elmore 2007; Boehrer ef al. 2009; Kroemer et al. 2009).
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Figure 1.17 : Section de cerveau de patient parkinsonien marqué par TUNEL.
Marquage in situ par la méthode TUNEL de I’ADN fragmenté des

noyaux des neurones de la substance noire en apoptose (Hirayama et al.
1996).

1.8 Les membres de la famille Bcl-2

Les membres de la famille de Bcl-2 (« B-cell leukemia »/« lymphoma 2-like
proteins ») sont des protéines intracellulaires essentielles a la régulation de la survie et
de l'apoptose. Cette famille est divisée en deux groupes : les protéines possédant une
activité anti-apoptotique et celles ayant une activité pro-apoptotique. Leur classification
dépend de la présence ou non des domaines BH « Bcl-2 homology ». Quatre domaines
BH ont été décrits : BH1, BH2, BH3 et BH4. Les membres de la famille Bcl-2 qui sont
anti-apoptotiques (Bcl-2 ou Bcl-XL) contiennent les domaines BH1, BH2, BH3 et BH4.
Deux sous-familles des membres pro-apoptotiques ont été identifiées : la sous-famille de
Bax (Bax, Bak, Bok) qui contient BH1, BH2 et BH3, et la sous-famille qui posséde
uniquement le domaine BH3 comme Bid, Bim, Bad, Bik, Bmf (Ashe ef al. 2003). Les
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membres de la famille Bcl-2 régulent la transcription, les événements
post-traductionnels des cytokines ou des facteurs de survie ou de mort et les interactions
protéines/protéines. L’homodimérisation permet aux protéines de s'activer et
I’hétérodimérisation leur permet de s'inhiber. Des phénomeénes de modifications
post-traductionnelles tels que la phosphorylation ou la protéolyse permettent de réguler
l'activité de certains membres de cette famille. Bcl-2 semble étre trés souvent liée a la
membrane mitochondriale, contrairement & d'autres protéines (Bax, Bid, Bad et Bim) qui
sont cytosoliques, mais sont transloquées dans la mitochondrie pendant 1'apoptose. Ces
protéines jouent un rdle important dans la traduction du signal allant du cytosol vers la
mitochondrie. La translocation de ces protéines est contrélée par des modifications
post-traductionnelles. Bax est transloquée du cytosol vers la mitochondrie et ce
déplacement modifie sa conformation. L’externalisation de son domaine N-terminal
permet son insertion au niveau de la membrane externe mitochondriale (Jurgensmeier et
al. 1998). Cette insertion est suivie par la libération du cytochrome c. L’étude de Rosse
et ses collaborateurs (Rosse ef al. 1998) a montré que Bcl-2 avait également la
possibilité d’empécher 'activation des caspases sans aucun effet sur la libération du
cytochrome c. La complexité des protéines de la famille de Bcl-2 conduit a des
incertitudes sur leurs roles exacts dans ’apoptose, mais il est indiscutable qu’elles
interviennent dans 1’exécution de la mort cellulaire programmeée (Ashe et al. 2003). En
conclusion, les protéines anti-apoptotiques ont pour réle de protéger la cellule tandis que
les protéines de la sous-famille BH3 déclenchent la mort cellulaire par leur fixation aux
molécules Bcl-2. Cette fixation aux domaines multiples induira I'inactivation des
molécules anti-apoptotiques Bcl-2 ou I’activation des molécules pro-apoptotiques (Joza

et al. 2002, Kaufmann et al. 2001).

1.8.1 Bax

Bax ne contient que les trois domaines BH1, BH2 et BH3. Elle provoque la
libération du cytochrome ¢ dans le cytosol et déclenche aussi ’activation de la caspase 3
(Kroemer et al. 2000). Seules les protéines & domaine BH3 peuvent transmettre les

signaux de mort cellulaire par activation directe ou indirecte de Bax et/ou Bak, qui a leur
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tour peuvent induire la perméabilité membranaire mitochondriale externe et libérer des
facteurs apoptogénes nécessaires pour activer les caspases (Letai ef al. 2002; Kuwana et
al. 2005; Willis et al. 2005; Leber et al. 2007). Les membres de la famille
anti-apoptotique inhibent la mort cellulaire soit en limitant ’activité de Bax, Bak et/ou

en séquestrant les membres a un seul domaine BH3.

1.9 Geéene suppresseur (p53)

Le geéne suppresseur p53 est situé sur le chromosome 17p13.1, il est trés conservé
au cours de I’évolution et code pour une phosphoprotéine de 393 acides aminés avec un
poids moléculaire de 53 kDa. Il joue le réle de suppresseur de tumeur et de facteur de
transcription au niveau du noyau. Dans les cellules neuronales, la surexpression de cette
protéine entraine la mort neuronale. p53 est un facteur de transcription maintenu a
faibles taux dans les cellules normales. Par contre, lorsque la cellule est soumise a
différents types de stress, pS3 est activé (Fridman et al. 2003; Haupt et al. 2003). Les
signaux de stress conduisant a l'activation de p53 sont, par exemple, les dommages a
I'ADN (Norbury et al. 2004), l'activation d'oncogénes comme cMyc (Canman et al.
1995) et I'hypoxie (Koumenis et al. 2001). Aprés son activation, p53 va se lier aux
promoteurs de certains génes cibles codant pour des protéines-clés de I'apoptose afin de

réguler leur transcription.

1.9.1 pS53 une protéine clé impliquée dans les différentes voies apoptotiques

La protéine pS3 est avant tout un facteur de transcription possédant de nombreux
génes cibles intervenants dans différents processus cellulaires : réparation de I’ADN
cycle cellulaire, angiogenese et apoptose. Lors d’un stress, la cellule va subir différents
dommages en particulier des dommages au niveau de son ADN, p53 est activé pour
induire soit, la réparation de I’ADN si cela est possible soit, I’entrée en apoptose de la
cellule si les dommages sont trop importants (Liu ef al. 2000) et la voie intrinséque est

alors sollicitée (Mochizuki ef al. 1996; Tatton ef al. 1997; Tatton 2000).
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1.9.2 L’importance de I’apoptose et de pS3 dans la MP

L’implication de I’apoptose dans la dégénérescence des neurones dopaminergiques
a longtemps été un sujet de controverse, mais depuis quelques années son réle a été
démontré (Damier et al. 1999; Hirsch et al. 1999; Hartmann et al. 2000; Hirsch et al.
2000). En effet, grace a des expériences de TUNEL sur des cerveaux post-mortem des
parkinsoniens, Mochizuki et ses collaborateurs ont réussi a marquer I’ADN fragmenté et
donc a marquer des cellules en apoptose (Mochizuki, et al. 1996), ceci fut confirmé par
une méthode de double marquage fluorescent (Tatton et al. 1998). De plus, les formes
actives des caspases-8, -9, -1 et -3 sont présentes en forte quantité dans les cerveaux de
patients au niveau de la substance noire, confirmant ainsi ’implication des voies
apoptotiques dans la mort des neurones dopaminergiques (Mogi et al. 2000; Andersen
2001). Une fois I’apoptose identifiée comme étant le mécanisme impliqué dans la
dégénérescence des neurones dopaminergiques, la question fut de savoir quelles étaient
les voies impliquées dans le déclenchement de ce processus. Des études post-mortem sur
des cerveaux de patients montrent une augmentation du niveau d’expression de la
protéine Bax, mais également de Glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase
(GAPDH) et de la caspase-3. La GAPDH est une protéine multifonctionnelle impliquée
dans la signalisation apoptotique, et en particulier dans la voie pS3-GAPDH-Bax (Berry
et al. 2000; Dastoor et al. 2001), ce qui suggere ’implication de la voie mitochondriale
(Tatton 2000; Hartmann et al. 2001). Cependant, d’autres études post-mortem ont
également suggéré ’implication des ligands de Fas (Fasl), de Fas associé au domaine de
mort (FADD) et de la caspase-8. Le taux de ces trois protéines est beaucoup élevé dans
les cerveaux de patients parkinsoniens (Mogi ef al. 1996; Ferrer et al. 2000; Hartmann et
al. 2002). Tout ceci confirme I’implication des voies intrinséques et extrinséques dans
I’initiation de 1’apoptose et dans les mécanismes physiopathologiques de la MP. Comme
on vient de le voir, le facteur de transcription p5S3 est également impliqué dans ces
processus puisque la voie p5S3-GAPDH-BAX est activée in vivo afin d’initier 1’apoptose
(voir figure 1.19). (Tatton et al. 2003). En accord avec ces observations, des études
post-mortem dans les cerveaux de parkinsoniens ont montré une élévation du taux de

p53 comparativement a des cerveaux contréles (Mogi ef al. 2007). L’implication de la
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voie apoptotique dépendante de p53 a également été démontrée dans des modéles
cellulaires de MP. En effet, dans des cultures primaires des neurones dopaminergiques
soumises a un stress oxydant ou a des inhibiteurs du protéasome, le taux de p53
phosphorylé est augmenté, ce qui est en accord avec des analyses post-mortem observés
chez des parkinsoniens (Nair 2006; Nair et al. 2006). De plus, I’implication de ces voies

a également été mise en évidence dans les modeles in vivo de 1a MP (Vila ef al. 2008).

De fagon générale, la conséquence de l'activation de p53 est une inhibition de la
croissance cellulaire suite a un arrét du cycle, ou a travers I'induction de I'apoptose (voir

figure 1.18), permettant ainsi d'éviter le développement tumoral de la cellule touchée.

Response

Figure 1.18 : Réponses a l'activation de pS3 (Vousden and Lu 2002).
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Figure 1.19 : Représentation simplifiée des deux voies pouvant étre induites par p53
apreés un stress
(http://www.unimarburg.de/fb16/ pharmtox/gruppen/ag_culmsee).

1.10 Facteur inducteur d’apoptose (AIF)

AIF a été identifié récemment dans 1’espace intermembranaire mitochondrial.
Suite & un stimulus apoptotique et une suractivation de PARP-1 (voir section 1.11), AIF
se détache de la membrane interne de la mitochondrie pour se localiser dans le
cytoplasme et dans le noyau. La protéine AIF a été identifiée par Susin ef al. (1996). Son
geéne est situé sur le chromosome X et code pour une protéine de poids moléculaire
57 kDa. AIF est une flavoprotéine constituée de trois domaines: la séquence de
signalisation de localisation mitochondriale (MLS) située sur la partie N-terminal, une
séquence centrale et un domaine a activité oxydoréductase C-terminal (Lorenzo ef al.
1999). Le précurseur de I'AIF est synthétisé dans le cytoplasme puis importé dans la
mitochondrie (Susin er al. 1996), une fois dans l'espace intermembranaire
mitochondriale la séquence MLS est clivée, puis la protéine change de conformation.
C'est une protéine bi-fonctionnelle ayant probablement une activité oxydoréductase et un

role pro-apoptotique (Ye ef al. 2002). Aprés exposition de la cellule a un stimulus, elle
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transloque de l'espace intermembranaire mitochondriale vers le cytosol puis vers le
noyau. Ce phénomeéne précéde généralement la libération du cytochromec. Le
mécanisme par lequel AIF transloque vers le cytosol est encore inconnu. Le transport
vers le noyau pourrait se faire grace a une séquence de localisation nucléaire. AIF induit
la condensation de la chromatine et la fragmentation de 'ADN par interaction directe
avec I'ADN (Ye et al. 2002). Cette interaction se fait surtout par son domaine C
terminal. De plus, AIF provoque une perméabilisation de la membrane mitochondriale
externe et donc favorise la libération du cytochrome ¢ et de la pro-caspase-9, grace a un
cofacteur cytosolique (Susin ef al. 1999). Les effets de AIF sont abolis par la
surexpression de Bcl-2 et sont les mémes dans des cellules ayant ou non des activités de
caspase, donc AIF agit indépendamment des caspases. AIF est inhibé par Hsp70
(Ravagnan ef al. 2001), ceci a été montré in vitro par la condensation de la chromatine et
in vivo au niveau nucléaire et mitochondrial par la surexpression de Hsp70. Beaucoup
d'événements concernant I'AIF sont encore inconnus, notamment son mode d'action sur
'ADN, son activit¢ d'oxydoréductase et la transduction du signal permettant sa
libération. La condensation de I'ADN observée lors de I'apoptose pourrait étre expliquée
par l'interaction directe de I'AIF sur 'ADN. En effet, cette interaction pourrait modifier

la structure de la chromatine et favoriser 1'action des nucléases.
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Figurel.20 : Structure primaire du facteur inducteur d’apoptose
MLS : signal de la localisation mitochondriale, NLS: signal de
localisation nucléaire (Hong et al. 2004).



Free PAR polymer
and PAR-bound proieins

NADYY ATPY

TRENDS in Pharmacoiogical Sciences

Figure 1.21 : Libération de AIF (Hong et al. 2004).
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Figure 1.22 : Etape finale de I’apoptose : fragmentation d’ADN.
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1.11 Poly (ADP-ribose) polymérase (PARP-1)

La poly (ADP-ribose) polymérase (PARP-1) aussi appelée poly (ADP-ribose)
synthétase est une enzyme réparatrice d’ADN et modificatrice de protéine, présente en
abondance dans le noyau. Il appartient a une grande famille de protéines qui comprend
PARP-2, PARP-3 (Smith 2001). Chaque membre de la famille partage une homologie
de PARP sur le domaine C-terminal catalytique de PARP-1. En moyenne, une molécule
de PARP-1 est présente pour chaque 1000 pb d'ADN. En réponse aux dommages de
I'ADN, l'activité de PARP-1 augmente rapidement jusqu'a 500 fois lors de la liaison
avec le brin d'ADN. PARP-1 transferts 50-200 résidus de PAR a lui-méme et aux
accepteurs de protéines tels que les histones, I’ADN polymérase, les topoisomérases,
I'ADN ligase-2, les groupes de protéines de haute mobilité et le facteur de transcription
(Shall et al. 2000; Smulson et al. 2000). PARP-1 joue un r6le important dans la
réparation de I'ADN, mais peut aussi conduire a la mort cellulaire par la réduction de la
quantité cellulaire du nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+) (Satoh et al. 1992,
Endres et al. 1997). PARP-1 est activé quand il vient s’attacher a la région de I'ADN
endommagé. L’auto modification de PARP-1 favorise son relichement de I'ADN,
permettant ainsi la fixation des enzymes de réparation sur les sites de I’ADN
endommagé. Durant I’apoptose, PARP-1 est clivé d’une maniére spécifique par les
protéases de la famille des ICE (exemple caspase-3). Il est aussi converti en un fragment
de 85 KDa avec une activité minimale qui n’est pas activée par I’ADN endommagé. Des
recherches récentes suggérent que le petit fragment contenant le domaine de liaison a
I'ADN du PARP-1 clivé peut entraver l'accés des enzymes de réparation (Smulson ef al.
1998). La localisation du fragment de 85 kDa (PARP-1 clivé) dans le nucléoplasme au
cours de l'apoptose favorise la modulation de l'activité d'autres protéines impliquées
dans l'apoptose telle que pS3 (Nicholson ef al. 1995; Alvarez-Gonzalez ef al. 1999). Des
expériences ont démontré que I’inhibition de PARP-1 prévient les dommages des tissus
chez des modéles animaux présentant des ischémies neuronales, des diabétes, et des

accidents vasculaires cérébrales (Eliasson et al. 1997; Curtin 2005).
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Figure 1.23 : Structure primaire de PARP-1
ZF : zinc finger motif, NLS : signal de localisation nucléaire, BRCT :
abréviation du domaine C-terminal. TRENDS in Pharmacological
Science (Hong et al. 2004).

1.12 Leptomycine B

La leptomycine B (Andersen et al.) est un puissant anti-fongique. Elle a été
découverte et purifiée a partir du bouillon de fermentation et le mycélium des
Streptomyces (Hamamoto er al. 1983; Yoshida et al. 1990). La LMB (C33H4806,
PM 540) est un acide gras non saturé a chaine ramifiée avec un cycle lactone terminal.
Récemment, cet antibiotique est devenu un outil important pour I'étude de localisation
nucléaire dans les cellules eucaryotes, di a l'inhibition spécifique de la voie

d’exportation nucléaire (complexe CRM1/exportinl).

Figure 1.24 : Structure chimique de la leptomycine B.

1.12.1 Mécanisme d’action de la LMB

La LMB forme un complexe covalent avec le groupe conservé du sulfthydryl.
Toutefois, des données récentes ont montré que la LMB présente deux différentes
fonctions telles que I’arrét du cycle cellulaire G1 dans les cellules de mammiféres et
enfin elle est aussi considérée comme un puissant agent anti-tumorale contre les tumeurs
sur des cellules expérimentales (Komiyama et al. 1985; Yoshida et al. 1990). Des études

faites sur le Scizosaccharomyces pombe ont identifié le CRM1 (maintenance de la
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région chromosomique) comme la cible cellulaire de la LMB (Nishi ef al. 1994), ce qui

est essentiel pour l'exportation de I'ARN et des protéines contenant une séquence

d'exportation nucléaire (NES). Dans le cas de 1'exportation de 'ARN, CRMI1 se lie 4 la

protéine ribonucléique contenant une séquence d’exportation nucléaire (Wolff er al.

1997, Watanabe ef al. 1999).
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Figure 1.25 :

Mécanisme d’action de la LMB
(http://www. axxora.com).

1.13 Objectif du mémoire

L’objectif principal de ces travaux de recherche était de bloquer la translocation de

Nur77 du noyau au cytoplasme grice a une substance antifongique appelée LMB et

ensuite vérifier son effet sur les facteurs apoptotiques. Enfin pour compléter notre étude

nous avons vérifié si la LMB avait un effet protecteur sur les cellules PC12.
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Ce projet de recherche nous a permis de mieux comprendre les mécanismes de
mort cellulaire par apoptose induits par une toxine parkinsonienne, la 6-OHDA, et

pourra aider dans le futur au développement des stratégies neuroprotectrices.



CHAPITRE II

MATERIELS ET METHODES

2.1 Culture cellulaire

Pour I’étude d’une maladie neurodégénérative telle que la MP, nous avons choisi
d’utiliser comme modele cellulaire des PC12 (American Type Culture Collection,
ATCC), une lignée cellulaire provenant d’un phéochromocytome de la surrénale de rat.
Ces cellules sont dites catécholaminergiques puisqu’elles produisent de la dopamine, de
la noradrénaline et de I’adrénaline. En plus, avec 1’ajout du NGF, les PC12 cessent de se
diviser, développent des prolongements et par conséquent, elles adoptent un nouveau

phénotype d’ou ’appellation cellules différenciées neuronales.

Toutefois, tous nos travaux ont été effectués avec des cellules PC12 non
différenciées encore appelées PC12 naives (voir figure 2.1) parce que I’expression de
Nur77est induite par le NGF. En utilisant les cellules différenciées, il serait difficile de
faire la différence entre expression de Nur77constitutive et expression de Nur77 induite

par NGF.

Les PC12 ont été cultivées dans une atmosphére humidifiée a 37°C contenant 5 %
de CO;. Le milieu de culture utilisé était le RPMI-1640 sans rouge phénol contenant 5 %
de sérum bovin, 10 % de sérum de cheval, 15 pg/mL de pénicilline G et 25 pg/mL de

2 A une

streptomycine. Les PCI12 ont été cultivées dans des flacons de 75cm
concentration de 45 000 cellules/cm?. Nous avons effectué le changement de milieu de
culture tous les deux jours et les cellules €taient a confluence sept jours aprés chaque
passage. Les flacons et les plaques utilisées pour la culture cellulaire étaient enduits avec
du collagene 0.01 % toute la nuit. Le milieu de culture était conservé au frigo et

maintenu a un pH physiologique (de 7.1 & 7.3).
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Figure 2.1 : Cellules PC12 : A : PC12 naives, B : PC12 différenciées.

2.2 Traitement des cellules

Les PC12 ont été¢ cultivées dans les plaques de 6 ou de 96 puits a une
concentration de 100 000 cellules par cm”. Vingt-quatre heures aprés la mise des cellules
en culture, nous avons effectué des traitements avec la 6-OHDA a une concentration de
30 pM/mL pendant 0, 6, 9 et 24 heures. Pour vérifier I’effet de la LMB sur les cellules
PC12, nous avons effectué un pré-traitement d’une heure avec la LMB a une
concentration de 10° M/L suivi du traitement avec la 6-OHDA. Le milieu de traitement
utilisé est le RPMI 1640 sans rouge phénol avec 1 % de FBS « strippé ». Le caractére
« strippé » signifie que les stéroides présents dans du FBS ont été éliminés a I’aide du
charbon, afin d’éviter leur interférence avec nos résultats. Tous les traitements ont été
effectués 24 heures aprés la mise des cellules en culture. La LMB a été dissoute dans de

1’éthanol 4 une concentration de 10 M/L aliquoté et conservé a -20 °C.

Pré -traitements Traitements
LMB
10-OM
-1h Oh 6h 9h 24h
6-OHDA

Figure 2.2 : Stratégie pour 1’élaboration des traitements des cellules.
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A la fin de nos traitements, nous avons fait les tests de cytotoxicité et

d’immunobuvardage de type Western.

2.3 Test de cytotoxicité

Afin d’évaluer I’effet neuroprotecteur sur les PC12, nous avons utilisé une trousse
de détection de la cytotoxicité. 1l s’agit d’un test colorimétrique utilisé, pour quantifier la
mort cellulaire, basé sur la mesure de I’activité du lactate déshydrogénase (LDH). La
LDH est une enzyme cytoplasmique relachée dans le surnageant par une cellule morte
ou endommaggée. 1l est donc possible de quantifier la mortalité cellulaire par le dosage de
’activité enzymatique de la LDH présente dans le surnageant. Dans notre cas, les
cellules PC12 ont été cultivées dans des plaques de 96 puits, ce qui permet de faire
plusieurs répétitions d’un méme traitement. Pour chaque condition, un minimum de
quatre répétitions a été effectué. Suite au traitement des cellules avec la LMB et/ou la
neurotoxine, 50 uL de surnageant a été prélevé dans chacun des puits. Le surnageant
contient une quantité de LDH qui est proportionnelle a la mortalité cellulaire. En effet,
plus il y a de mortalité cellulaire, plus la LDH est relachée dans le surnageant. L’activité
de la LDH dans le surnageant a été dosée a 1’aide d’un test enzymatique qui se fait en
deux étapes distinctes (voir figure 2.2) : dans la premiére étape, le NAD+ est réduit en
NADH/H+ par la conversion de 1’acide lactique en acide pyruvique par la LDH. La
deuxiéme étape est caractérisée par la conversion du sel de tetrazolium (jaune) en sel de
formazan (Van Soom et al 1999.). On peut ainsi quantifier la quantité de formazan
formée au cours de la réaction qui est proportionnelle au nombre de cellules lysées. La

figure 2.2 est un schéma explicatif de la réaction colorimétrique.

A la fin de chaque traitement, 50 pL de surnageant ont été prélevés et mis dans
une plaque de 96 puits, suivi d’un ajout de 100 pL du mélange de réactif et le tout
incubé a 1’obscurité pendant 15 minutes. La mesure de 1’absorbance a été faite par un
lecteur de microplaque (Multiscan Ascent Microplate Reader, Thermolab) a une
longueur d’onde de 492 nm. La mortalit¢ maximale (Abspyax) a été obtenue a partir des

puits traités avec un détergent (triton X-100) de concentration 0,1 % qui perméabilise
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toutes les membranes alors que la mortalité de base (Abspase) @ été obtenue a partir des

puits contenant juste les cellules et le milieu de traitement. L’absorbance mesurée est

proportionnelle au nombre de cellules mortes et le pourcentage de mort cellulaire a été

obtenu a 1’aide de 1’équation suivante (2.1) :

(AbSexp'Absbase)
Cytotoxicité (%) = X 100
(AbSmax — AbSpase)

Formule pour le calcul de la cytotoxicité

Damaged 0
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F 4 "‘1.\
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Figure2.3: Schéma des réactions enzymatiques impliquées dans le test de

cytotoxicité.

2.3 Extraction des protéines

Le «Nuclear extract kit» de Active Motif (Carlsbad, CA), nous a permis

d’extraire les protéines totales, cytoplasmiques et nucléaires. La concentration protéique

a été déterminée par le BCA « protein assay kit ».
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2.3.1 Extraction des protéines cytoplasmiques et nucléaires

Les cellules ont été décollées et transférées dans des tubes de 1,5mL et
centrifugées (3 200 rpm) pendant cinq minutes. Ensuite, le surnageant a été enlevé et le
culot a été resuspendu dans un mélange de solution de PBS et d’inhibiteur des
phosphatases afin de limiter les modifications protéiques. Aprés une centrifugation de
cinq minutes, le culot a été de nouveau suspendu dans un tampon hypotonique et incubé
pendant 15 minutes sur la glace afin de fragiliser les membranes et 1’ajout de 25 pL du
détergent doux a provoqué la rupture des membranes et la libération des protéines dans
le surnageant. Apres centrifugation, le surnageant recueillit a été appelé protéines
cytoplasmiques. Le culot a été lavé avec 200 pL de mélange de solution de PBS et
d’inhibiteur des phosphatases et centrifugé de nouveau pendant cinq minutes pour
éliminer toutes les traces de protéine cytoplasmique. Le culot a été suspendu dans 50 pL
du tampon de lyse complet (dithiotreitol,‘tampon de lyse AMI, cocktail d’inhibiteurs de
protéase) et les tubes ont été incubés sur la glace pendant 30 minutes sur une plaque

agitatrice. Apres centrifugation, le surnageant (fraction nucléaire) a été recueilli.

2.3.2 Extraction de la protéine totale

A la fin des traitements, les cellules ont été décollées, transférées dans des tubes de
1,5 mL et centrifugées pendant cinq minutes. Ensuite, le surnageant a été enlevé et le
culot a été resuspendu dans un mélange de solution de PBS et d’inhibiteur des
phosphatases afin de limiter les modifications protéiques. Aprés une centrifugation de
cing minutes, le culot a ¢té suspendu dans 50 pL du tampon de lyse complet
(dithiotreitol, tampon de lyse AM1, cocktail d’inhibiteurs de protéase) et les tubes ont
été incubés sur la glace pendant 15 minutes sur une plaque agitatrice ensuite centrifugés
pendant 20 minutes. Le surnageant obtenu apres centrifugation a été appelé protéine

totale.
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2.3.3 Immunobuvardage de type Western

L’évaluation de la modulation des protéines de Nur77, Bcl-2, Bax, AIF, p53 et
PARP-1 a été faite a ’aide de la technique d’électrophorése et d’immunobuvardage de
type Western. Les protéines ont ¢té diluées dans un tampon contenant du
B-mercaptoéthanol, du sodium dodécyl sulfate (SDS) et ensuite chauffées a 95 °C
pendant cinq minutes pour dénaturer les protéines. La méme quantité de protéines
(20 pg) a été chargée dans des puits d’un gel de polyacrylamide 10 %. Aprés la
séparation électrophorétique a 120 V pendant 90 minutes, les protéines ont été
transférées sur une membrane de polyvilinidene difluoré (PVDF) avec des pores de
0,22 uM a 60V pendant deux heures. Pour minimiser les sites d’interactions non
spécifiques entre la membrane et ’anticorps, les membranes ont été bloquées avec une
solution de lait en poudre non gras 5 % dilué dans du TBS-T pendant une heure a
température piece (TP). Ensuite, les membranes ont été incubées sur une plaque
agitatrice avec ’anticorps primaire (voir tableau 2.1). Aprées trois lavages au TBS-T, les
membranes ont €t€¢ incubées avec |’anticorps secondaire anti-lapin conjugué a la
peroxydase diluée 1/10000 pendant deux heures a TP. Les anticorps primaires ont été
dilués avec 0,5 g de BSA et 25 mg de soduim azide dilué dans du TBS-T. La solution
d’anticorps secondaire a été faite avec du lait en poudre 5 % dilué dans du TBS-T. Les
bandes des protéines ont été visualisées & 1’aide de 1’appareil Fluor Chem (Alpha
Innotec, San Leandro, CA). L’analyse de I’intensité moyenne des bandes a été effectuée
a I'aide du logiciel ImageJ. Afin de confirmer la bonne séparation des protéines
cytoplasmiques et nucléaires, les membranes ont été « strippées » c'est-a-dire que nous
avons enlevé le lien du premier anticorps et nous avons utilisé un autre anticorps sur la
méme membrane, ceci nous permet de tester plus d’un anticorps sans toutefois faire des
nouvelles extractions. Le stripage se fait pendant 15 minutes avec une solution de
Re-Blot Plus Strong 1x (Millipore Billerica, MA). Aprés blocage avec du lait 5 %, les
membranes sont incubées avec les anticorps anti-TH (protéine présente exclusivement
dans le cytoplasme) et anti-HDACI] (protéine présente exclusivement dans le noyau)
pour s’assurer qu’il n’y a pas de protéine nucléaire dans la fraction cytoplasmique et

aussi qu’il n’y a pas de protéine cytoplasmique dans la fraction nucléaire.
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Tableau 2.1

Les anticorps utilisés avec leur dilution

Anticorps primaires Dilution avec la solution
d’anticorps primaires

Anti-Nur77 1/250

Anti-Bcl-2 1/100

Anti-Bax 1/50

Anti-p53 1/200

Anti-AIF 1/200

Anti-PARP-1 1/75

Anti-TH 1/2000

Anti-HDAC-1 1/250

2.4 Analyse statistique

Les différences statistiques entre les groupes étaient déterminées avec le logiciel
GraphpadInstat3 avec le test ANOVA, une voie suivie d’un post test Bonferroni. Les
résultats sont exprimés en moyenne +/- SEM, a partir d’au  moins
trois expérimentations différentes. Les moyennes associées a des symboles sont
statistiquement différentes du contréle ou de la condition LMB-6-OHDA
respectivement, lorsqu’elles sont accompagnées d’une étoile (*P<0.05; * * P<0.01;
* % % P<(.001) ou d’un rond (°P<0.05; *P<0.01; °°P<0.001).

*: Les astérisques expliquent la différence entre le contrdle et le traitement a la
6-OHDA respectivement.
0 : Le rond explique la différence entre le traitement a la 6-OHDA et le pré-traitement a

la LMB suivi du traitement a la 6-OHDA.



CHAPITRE III

RESULTATS

Tous les graphiques présentés dans ce mémoire ont été obtenus a partir de la
moyenne d’au moins trois expérimentations. Cependant, pour ne pas alourdir celui-ci,

les bandes du Western représentent seulement les résultats d’une seule expérience.

3.1 Effets de la LMB sur la translocation de Nur77

Tout d’abord, j’ai voulu vérifier ’effet de la 6-OHDA sur la translocation de
Nur77 du noyau au cytoplasme. En nous référant aux résultats de Western blotting
obtenus dans notre laboratoire qui montrait que la translocation de Nur77 du noyau au
cytoplasme se fait 9 heures aprés le traitement avec la 6-OHDA (Cindy Tremblay
données non publiées), nous avons choisi d’effectuer des traitements pendant 0, 6, 9 et
24 heures. La figure 3.1 montre qu’en traitant les PC12 avec la 6-OHDA, nous avons
observé que déja 6 heures apres le traitement il y avait une augmentation de I’expression
de Nur77 dans la fraction nucléaire (23 %). Par contre a 9 heures il y avait une
translocation de Nur77 caractérisée par une diminution de ’expression de Nur77 dans le
noyau (45 %) et une augmentation dans la fraction cytoplasmique (53 %). En plus, dans
cette méme condition il y’avait une augmentation du ratio cyto/nuc de 1.7 comparé au
ratio cyto/nuc du temps zéro. Comparé au contréle, la condition 24 heures ne présentait
pas des résultats statistiquement différents. Cependant, en faisant un pré-traitement avec
la LMB suivi d’un traitement a la 6-OHDA, nous avons noté pour la condition 6 heures
une augmentation de I’expression de Nur77 (17 %) dans la fraction nucléaire. Ensuite, la
condition 24 heures présentait une diminution de 1’expression de Nur77 dans la fraction
cytoplasmique et nucléaire (40 %). Enfin, c’était trés intéressant de noter que le
pré-traitement a Ja LMB bloquait la translocation de Nur77 et par conséquent, diminuait
trés significativement le ratio cyto/nuc de la condition 9 heures comparé au ratio obtenu

avec le traitement a la 6-OHDA du méme temps (voir figure 3.1).
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La figure 3.2 démontre que la LMB toute seule n’a aucun effet sur la modulation

de ’expression de Nur77.
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Nur77 expression {%ctri)
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Figure 3.1 :

-3
w— Noyau {6-ohda) BN Cyto {§-ohda)
Noyau (Imb+6-ohda) 3 Cyto (LMB+6-chda)
—f— Ratio:Cyta/noyau (6-ohda) =@y Ratio: cga/noysu (Imb+6-chda) - 2.5

Ratio; cyto/noyau

OH 6H 9H 24H

6-OHDA (cyvto)
6-OHDA (noyau)
LMB+6-OHDA (cyto)

LMB+6-OHDA (noyan)
C: contréle

Modulation de I’expression de Nur77 dans le noyau et dans le cytoplasme
suite au traitement & la 6-OHDA avec ou sans pré-traitement a la LMB.
L’analyse de I’expression de la protéine Nur77 a été faite en considérant
les trois bandes visibles ci-dessus, puisque Nur77 phosphorylé présente
trois différentes bandes (Davis et al 1993; Han et al 2006).
n=3 *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001 vs contrdle et °P<0.05;
9p<0.001 vs 6-OHDA.
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Figure 3.2 : Effet de la LMB sur la translocation de Nur77 du noyau au cytoplasme.

3.2 Effet neuroprotecteur de la LMB sur la toxicité induite par la 6-OHDA

En mesurant 1’activité de la LDH, nos résultats démontrent qu’en administrant
30 uM de 6-OHDA pendant 0, 6, 9 et 24 heures sur des cellules PC12, nous avons
observé qu’a 6 heures, il y avait environ 8 % de mort cellulaire, 14 % pour la condition
9 heures et 45 % pour la condition 24 heures. Le pourcentage de cytotoxicité obtenu a
24 heures est comparable aux résultats obtenus précédemment dans notre laboratoire. En
paralléle, en faisant un pré-traitement d’une heure avec la LMB, nous avons noté que la
LMB toute seule était un peu toxique pour les cellules PC12 a 24 heures, mais ce taux de
mortalité n’était pas statistiquement différent comparé au contréle. L’analyse de nos
résultats a démontré qu’en faisant un pré-traitement d’une heure suivi du traitement a la
6-OHDA, il y avait une diminution significative de la toxicité cellulaire comparé aux
résultats obtenus par ’induction de la 6-OHDA seule (voir figure 3.3). Ce qui nous a
permis de conclure que la LMB avait un effet neuroprotecteur, lorsqu’administré avec la

6-OHDA.
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Figure 3.3 : Mesure de la mort cellulaire par la technique de la LDH apreés traitement
a la 6-OHDA avec ou sans pré-traitement avec la LMB.
n=3 * * * P<0.001 vs contrle ’P<0.01; “’’P<0.001 vs 6-OHDA.

3.3 Modulation de ’expression de la proteine Bax/Bcl-2

» Le test d’immunobuvardage de type western nous a permis d’évaluer la
modulation des protéines Bax et Bcl-2. Les résultats de la figure 3.4 démontrent que
sous I’effet de la 6-OHDA ou du pré-traitement avec la LMB suivi du traitement avec la
6-OHDA, la modulation de I’expression de Bax et Bcl-2 ne différe pas statistiquement
pour les temps 0, 6 et 9 heures. Cependant, 24 heures aprés le traitement avec la
6-OHDA, nous avons noté une diminution d’expression de la protéine anti-apoptotique
Bel-2 (53 %) et pas d’effets sur la protéine Bax. Cette grande diminution de Bcl-2 a
provoqué une augmentation du ratio Bax/Bcel-2 de 1,2 fois comparé aux autres temps.
L’analyse des résultats de la figure 3.4 démontre aussi qu’un pré-traitement avec la
LMB suivi du traitement avec la 6-OHDA ne présente pas d’effets sur la modulation de
Bax, mais crée une augmentation de la protéine Bcl-2 de presque 50 % comparé a la
condition 6-OHDA, ce qui provoque une diminution du ratio Bax/Bcl-2 de 1.1. Donc,

nous pouvons dire que la LMB a un effet sur la modulation de la protéine Bcl-2 et par
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conséquent a un effet anti-apoptotique (voir figure 3.4). En se référant a la figure 3.5, il
est & noter que la LMB seule n’a aucun effet sur la modulation de la protéine de Bax et

Bel-2.
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Figure 3.4 : Effet de la modulation de I’expression Bax et Bcl-2 suite au traitement a
la. 6-OHDA avec ou sans pré-traitement avec la LMB.
n=3 * * * P<0.001vs contréle et “°P<0.001 vs 6-OHDA.
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Figure 3.5 : Effet de la LMB sur la modulation de Bax/Bcl-2.

3.4 Modulation de I’expression du géne suppresseur p53

La figure 3.6 montre que ’administration de la 6-OHDA seule ou combinée avec
la LMB n’a pas d’influence sur la modulation de ’expression du géne suppresseur p53
pour les temps 0, 6 et 9 heures. Cependant 24 heures apres le traitement a la 6-OHDA, il
y a une augmentation d’environ 38 % d’expression de la protéine pS3. Par contre, le
pré-traitement d’une heure a la LMB suivi d’un traitement a la 6-OHDA présente 35 %
de diminution de I’expression de p53 comparé a la condition 6-OHDA. La LMB a donc
un effet sur la modulation de la protéine p53. La figure 3.7 démontre que la LMB toute

seule n’a pas d’effets sur la modulation de la protéine p53.
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Figure 3.6 : Modulation du géne suppresseur p53 suite au traitement avec la 6-OHDA,
avec ou sans LMB.

n=3 * * * P<(.001 vs controle et 000P<0.001 vs 6-OHDA.
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Figure 3.7 : Effet de la LMB sur la modulation de p53.

3.5 Ktude de la translocation de AIF des mitochondries vers le noyau

Nous avons étudié la translocation de AIF des mitochondries vers le noyau aprés
’administration de la 6-OHDA et avec I’addition de la LMB ou non (voir figure 3.8).
L’administration de la 6-OHDA pendant 0, 6, 9 et 24 h nous a permis d’observer une
translocation de AIF des mitochondries vers le noyau seulement 24 heures apres le
traitement. Pour les conditions 0, 6 et 9 heures et pour les deux types de traitements, il
n’y avait pas de translocation de AIF. La figure 3.8 démontre que I’induction de la
6-OHDA provoque une augmentation de 48 % dans le noyau et une diminution de 29 %
dans les mitochondries. Cependant pour cette méme condition, un pré-traitement a la
LMB suivi d’un traitement a la 6-OHDA ne présentait pas des résultats différents
comparés aux résultats obtenus avec le traitement a la 6-OHDA seulement. De plus en se
référant aux résultats de la figure 3.9, nous avons noté que la LMB seule n’avait aucune
influence sur la translocation de AIF. Donc, la LMB n’a aucun impact sur la

translocation de AIF induite par la 6-OHDA.
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Figure 3.8 : Effet de 1a modulation de la protéine AIF aprés traitement a la 6-OHDA
avec ou sans pré-traitement a la LMB.
n=3 * * P<0.01; * * * P<0.001.
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Figure 3.9 : Effet de la LMB sur la modulation de AIF.

3.6 Modulation de I’expression du Poly (ADP-ribose) polymérase (PARP-1)

Enfin, nos résultats démontrent qu’en traitant les PC12 avec la 6-OHDA, avec ou
sans un pré-traitement & la LMB, on observe, a 6 heures, une augmentation de 18 % et
12 % respectivement pour les deux types de traitements. Par contre, pour les deux types
de traitements en étude, la condition 9 heures ne présentait pas des résultats
statistiquement différents en comparaison avec la condition contréle. Cependant, pour la
condition 24 heures, nous avons observé que la 6-OHDA diminue I’expression de
PARP-1 d’environ 35 % comparé au contréle. Par contre, un pré-traitement a la LMB
suivi d’un traitement avec la 6-OHDA présente une diminution d’expression de PARP-1
d’environ 30 % (voir figure 3.10). En se référant a la condition 24 heures, nous avons
noté que la LMB n’a pas une influence significative sur la modulation de la protéine
PARP-1, donc la LMB n’a pas d’effets sur la modulation de la protéine PARP-1. La
figure 3.11 montre encore une fois que la LMB toute seule n’a aucun effet sur la

modulation de I’expression la protéine PARP-1.
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Figure 3.11 : Effet de la LMB sur la modulation de PARP-1.



CHAPITRE IV

CONCLUSIONS

La MP est caractérisée par la dégéﬁérescence des neurones dopaminergiques de
la substance noire. La majorité des thérapies utilisées aujourd’hui sont symptomatiques
y compris le remplacement du précurseur de la dopamine, la L-dopa, qui cependant,
reste encore le traitement le plus répandu. Cette inefficacité du traitement de la MP
entraine une curiosité scientifique d’ou la nécessité d’élargir le champ de recherche afin
de mieux comprendre les différents mécanismes derriére la mort neuronale. Dans cette
option, Wu et ses collaborateurs ont démontré que la translocation de Nur77 induisait
’apoptose plutdt que la transactivation de I’expression des génes (Wu ef al. 2002). Le
mécanisme de mort cellulaire par apoptose n’est pas encore complétement clair et on
pense qu’il ne se limite pas seulement a 1’action au niveau mitochondriale (Liang ef al.

2007).

Ce projet de recherche se concentre d’ailleurs sur la translocation de Nur77 et sur
la modulation de certaines protéines apoptotiques. Pour réaliser ces travaux, nous avons
utilisé une lignée cellulaire (les PC12), reconnue comme étant un modéle cellulaire pour
I’étude in vitro de la maladie de Parkinson (Mayo ef al. 1998; Nie ef al. 2002,
Xiao-Qing et al. 2005). En effet, cette lignée cellulaire posséde plusieurs caractéristiques
typiques des neurones DAergiques telles que la capacité a produire, emmagasiner,
sécréter la DA et exprimer les récepteurs de la DA (Kadota ef al. 1996; Nilsen et al.
1998). Ensuite, nous avons aussi utilisé¢ la 6-OHDA qui est reconnue comme une des
neurotoxines modele pour 1’étude de la MP. Enfin, comme molécule a 1’étude, nous
avons utilisé la LMB qui, & son tour, est reconnue comme un puissant anti-fongique
capable de bloquer les exportations nucléaires. Avant de faire toutes les
expérimentations, nous avons testé 1’effet de notre molécule neuroprotectrice sur la

modulation de tous nos marqueurs protéiques d’apoptose et nous avons noté que la LMB
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administrée seule n’avait aucun effet sur la modulation des différentes protéines a

I’étude.

A la différence de la procédure déja utilisée dans notre laboratoire, (Lahaie-Collins
et al. 2008; Bournival et al. 2009; Carange et al. 2011; Ismaili et al. 2011) qui fait usage
de trois heures de prétraitement, nous avons par contre fait des pré-traitements d’une
heure. Ce choix a été fait grace a la littérature (Wolff et al. 1997; Kudo et al. 1999; Jang
et al. 2004) et apres avoir fait des essais de pré-traitements d’une heure, de deux heures
et de trois heures (résultats non démontrés). L’analyse de ces pré-traitements a démontré
qu’en une heure la LMB était capable de bloquer la translocation de Nur77. Donc, pour
des raisons de commodité et surtout parce que la durée du traitement n’avait aucune
influence sur les résultats obtenus, nous avons choisi de faire des traitements

d’une heure,

Les travaux présentés ci-dessus répondent aux objectifs principaux €noncés a la fin
de ’introduction de ce mémoire. Comme objectif premier, nous avons vérifié ’effet de
la 6-OHDA sur la translocation de Nur77 du noyau au cytoplasme. Les résultats obtenus
ont démontré qu’en faisant des traitements avec la 6-OHDA pendant 0, 6, 9 et 24 heures,
nos analyses démontrent une augmentation de production de Nur77 dans le noyau a
6 heures, suivi d’une translocation de Nur77 du noyau au cytoplasme a 9 heures. Ce
résultat est comparable & celui obtenu dans le passé dans notre laboratoire par d’autres
étudiants (résultats non publiés). Cette translocation de Nur77 du noyau au cytoplasme
est encore plus évidente quand on calcule le ratio cyto/noyau. Certaines études ont déja
dévoilé que la LMB bloquait la translocation de Nur77 du noyau au cytoplasme et
réduisait aussi la quantité de Nur77 dans la fraction nucléaire (Winoto ef al. 2008),
(Crews et al. 1999). L’analyse des résultats démontre aussi qu’un pré-traitement d’une
heure avec la LMB suivi d’un traitement avec la 6-OHDA, permettent de dire que la
LMB retarde la translocation de Nur77 du noyau au cytoplasme. Ensuite la conséquence
directe de ce résultat est la réduction du ratio cyto/noyau (de 2.7 & 1.2). Bien que les
résultats de cytotoxicité démontrent un nombre élevé de mort cellulaire pour la condition

24 heures, nous n’avons pas cependant observé la translocation de Nur77 du noyau au
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cytoplasme pour cette condition. La translocation étant synonyme de perméabilité
membranaire, nous pouvons alors conclure que ces résultats permettent également de

comprendre que la mort apoptotique est déclenchée apres la translocation de Nur77.

Les résultats obtenus ont démontré que la LMB provoquait la réduction de la
quantité de protéines Nur77 dans la fraction cytoplasmique. Cette donnée est semblable
a celle obtenue par Thompson et Winoto (Thompson et al. 2008) cependant, nous avons
aussi noté une réduction de la protéine nucléaire 24 heures apreés le traitement
(figure 3.1). Pour mieux interpréter ce résultat, il serait intéressant d’étudier la
modulation de ’ARNm de Nur77 afin de conclure si cette réduction est liée a la

synthése de I’ARN ou a la traduction de la protéine.

Ensuite, nous avons vérifié si la LMB avait la capacité de diminuer la mortalité
cellulaire induite par la 6-OHDA. Etant donné que c’est une substance assez toxique,
nous avons essayé de déterminer la concentration minimale capable de bloquer la
translocation de Nur77 avec un pourcentage d’effet toxique minimal. Nos résultats de
cytotoxicité par la mesure de la LDH montrent pour les conditions 6, 9 et 24 heures que
la 6-OHDA 30 pM cause respectivement 8 %, 14 % et enfin 45 % de mort cellulaire sur
les PC12. Alors qu’un pré-traitement sur ces cellules avec la LMB a une concentration

de 10°M réduit la toxicité induite par la 6-OHDA (voir figure 3.3).

Bien que la LMB ait un effet neuroprotecteur, le haut taux de mortalité du groupe
LMB+6-OHDA peut amener beaucoup de discussions. Cependant, il faut se rappeler que
’objectif principal de ce projet était de vérifier que la LMB agisse comme une molécule
qui bloque la translocation de Nur77 du noyau au cytoplasme et non comme substance
neuroprotectrice. En nous référant a la neuroprotection, nous pensons que ces résultats
peuvent étre expliqués par le fait que la translocation de Nur77 du noyau au cytoplasme
n’est qu'une des causes de la mort cellulaire donc il n’est pas surprenant que notre
molécule ait un faible taux de protection. Comme conclusion, nous pensons que la LMB
agit seulement sur la mort cellulaire causée par la translocation de Nur77 du noyau au

cytoplasme.
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Des études récentes démontrent que sous I’effet des stimuli apoptotiques, Nur77
transloque du noyau au cytoplasme, une fois au niveau mitochondrial il interagit avec la
molécule anti-apoptotique Bcl-2 et la transforme en une molécule proapoptoque (Lin
et al. 2004) d’ou la mort cellulaire par apoptose. La curiosité scientifique nous ameéne a
poser la question suivante : une fois que nous avons réussi a bloquer la translocation de
Nur77 qu’en est-il de la mort apoptotique? Pour essayer de répondre a cette question,
nous avons analysé 1’expression des génes membres de la famille de Bcl-2, parce que
ces génes ont pour fonction de promouvoir I’apoptose (Stephan ef al.) ou d’empécher
’apoptose Bcl-2. En plus, dans le systeme nerveux, la sur-expression de Bax induit la
mort par apoptose (Vekrellis ef al. 1997) et bloque aussi ’action de Bel-2. Enfin, il a été
montré que le ratio des protéines pro et anti-apoptotiques, notamment Bax et Bcl-2
déterminent la réponse face a un signal de mort cellulaire (Gross et al. 1998). Alors,
pour la suite du projet, il était intéressant de voir si la LMB avait un effet sur la
modulation des protéines Bax et Bcl-2. Nos résultats démontrent que les traitements des
PC12 avec la 6-OHDA permettent la diminution de la protéine Bcl-2, pas d’effets sur la
protéine de Bax et comme conséquence nous avons noté une augmentation du ratio de
Bax/Bcl-2 de 1.2 (voir figure 3.4). En se référant a la littérature, cette augmentation du
ratio est une preuve de mort cellulaire par apoptose (Korsmeyer et al. 2000; Wu ef al.
2007). Cette méme figure 3.4 démontre aussi que la LMB réduit la modulation de la

protéine Bcl-2 et par conséquent réduit aussi le ratio Bax/Bcl-2 de plus de 95 %.

Certaines études faites sur des cellules cancéreuses démontrent que la conversion
de la protéine Bcl-2 vers une forme pro-apoptotique est causée par la translocation de
Nur77 du noyau vers la mitochondrie (Lin ez al. 2004). Etant donné que la LMB retarde
la translocation de Nur77 il n’est pas surprenant qu’en bloquant la translocation de
Nur77 on observe une stabilité de la modulation de Bcl-2. De plus, le fait que la LMB
agit seulement sur les exportations nucléaires nous ameéne a penser que la diminution de
la protéine Bcl-2 est juste liée a 1a non-formation du complexe Nur77/Bcl-2. Donc, nous
pouvons conclure qu’en bloquant la translocation de Nur77, le complexe Nur77/Bcl-2

n’a pas été formé et par conséquence il n’y a pas eu modulation de la protéine Bel-2.
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Bien siir qu’avant de conclure que la LMB réduit la mort apoptotique, il serait
nécessaire d’étudier la modulation d’autres facteurs apoptotiques. En effet, dans des
cultures primaires de neurones dopaminergiques soumises a un stress oxydant ou a des
inhibiteurs du protéasome, le taux de p53 phosphorylé est augmenté, ce qui est en accord
avec des analyses post-mortem observés chez des parkinsoniens (Nair 2006; Nair et al.
2006). De plus, I'implication de ces voies a également été mise en évidence dans les
modeles in vivo de la MP (Vila et al. 2008). De fagon générale, la conséquence de
l'activation de p53 est une inhibition de la croissance cellulaire suite a un arrét du cycle
cellulaire, ou a travers Il'induction de Il'apoptose permettant ainsi d'éviter le
développement tumoral de la cellule touchée (Vousden ef al. 2002). Donc, comme
second géne modulé par la mort apoptotique, nous avons étudié la modulation du géne
suppresseur p53. Selon les résultats obtenus, nous avons noté que 24 heures apres le
traitement a la 6-OHDA, il y’avait une augmentation de la protéine p53. Cependant,
pour les conditions 0, 6 et 9 heures nous avons noté que le traitement a la 6-OHDA, avec
ou sans le pré-traitement a la LMB, n’avait pas d’effets sur la modulation de la protéine
pS3. Par contre pour la condition 24 heures, le pré-traitement d’une heure avec la LMB,
avant ’ajout de la 6-OHDA, nous a permis de noter une réduction de modulation de la
protéine p53. Nous pensons que le fait que la LMB réduise la modulation de la protéine
pS3 et le ratio Bax/Bcl-2 peut étre interprété comme un indice indiquant son implication
anti-apoptotique. En conclusion, d’aprés nos résultats obtenus nous pouvons conclure
que la LMB réduit la modulation de p53. Ces résultats sont cependant différents de
certains présents dans la littérature, qui démontrent que 1'ajout de la LMB sur diverses
lignées cellulaires cancéreuses a conduit & une augmentation des niveaux de la protéine
p53 nucléaire et spécialement la fraction transcriptionnellement active. En fait, Levine et
ses collaborateurs rapportent que I’augmentation des niveaux de p53 s’explique par le
fait qu’en bloquant les exportations nucléaires on réduit la dégradation de la protéine
p53, ce qui entraine I’augmentation de sa demi-vie (Levine ef al. 1998). Cependant nos
résultats sont semblables aux études de Winoto et son collaborateur qu’ils disent que la
LMB a des effets anti-apoptotiques sur des anti CD3+ et CD8+ présents chez les
thymocytes (Winoto et al. 2008). De plus, la littérature dit aussi qu’en considérant le

potentiel thérapeutique de la LMB, il est intéressant de noter que les dommages
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d’activité de I'ADN ont été détectés seulement quand on utilisait une concentration de
LMB au-dessus de 200 nM, mais aucune induction significative des ruptures des brins
d'ADN n'a pu étre détectée avec une concentration de 20 nM (Ljungman, et al 1999).
Suite a I’analyse de ces données de la littérature, nous pensons qu’il n’est pas surprenant
de dire que la LMB pourrait avoir un effet anti-apoptotique si nous avons utilisé une

concentration de 10 nM/L.

Malgré que les recherches supportent le fait que la LMB bloque les exportations
nucléaires, I’utilisation de cette substance reste seulement limitée a 1’étude des maladies
virales et cancéreuses. En effet, une des difficultés de ce projet est que nous avons choisi
une substance peu connue pour les études des maladies neurodégénératives. Bien qu’elle
soit connue comme un antifongique, la LMB n’est pas encore utilisée en clinique chez
des humains a cause du fait qu’elle bloque la réplication cellulaire (Ljungman et al.
1999). Notre objectif était d’apporter le maximum de résultats possibles pour supporter
des études successives sur utilisation de la LMB dans le cadre d’études des maladies

neurodégénératives.

Nous avons aussi jugé important d’étudier d’autres marqueurs protéiques

importants dans le processus de mort apoptotique tels que AIF et PARP-1.

Plus en particulier, AIF est un facteur apoptotique libéré par les mitochondries
pendant les événements apoptotiques et ensuite transporté vers le noyau. Cette libération
de AIF provoquera une perméabilisation de la membrane mitochondriale externe et donc
favorisera la libération du cytochrome ¢ et de la pro-caspase-9, grice a un cofacteur
cytosolique (Susin ef al. 1999). Les effets de AIF sont abolis par la surexpression de
Bcl-2 et sont les mémes dans des cellules ayant ou non des activités de caspase, donc
AIF agit indépendamment de I’activation des caspases. AIF est inhibé par Hsp70. Etant
donné que AIF est trés important dans la mort apoptotique, nous avons jugé intéressant
étudier sa modulation aprés administration de la 6-OHDA avec ou sans LMB. Les
résultats démontrent que la 6-OHDA induit la translocation de AIF des mitochondries au

noyau (apoptose), mais le pré-traitement a la LMB n’a aucun effet sur cette
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translocation. Etant donné que la LMB agit sur le récepteur d’exportation CRMI
(maintenance de la région chromosomique) et particuliérement sur les séquences
d’exportations nucléaires alors il n’est pas surprenant de noter que la LMB n’a pas
d’effets sur la modulation de la protéine AIF. En plus, pour la translocation de AIF, nous
avons une importation nucléaire et non une exportation nucléaire, vu que la LMB agit
sur les exportations nucléaires, il n’est donc pas surprenant que la LMB n’a pas d’effet

sur la translocation de AIF.

En résumé, la LMB bloque partiellement la translocation de Nur77 du noyau au
cytoplasme, réduit le ratio Bax/Bcl-2, mais ne réduit pas la translocation de AIF des
mitochondries au noyau. En se référant au fait que la littérature reporte que les effets de
ATF sont abolis par la surexpression de Bcel-2 et, comme nos résultats ne présentent pas
une surexpression de Bcl-2, il n’est pas surprenant d’observer que la LMB n’a pas
d’effets sur la translocation de AIF. Bien que la LMB ait un effet sur la protéine
anti-apoptotique Bcl-2, cependant elle n’a pas d’effets sur AIF, donc ces résultats nous
permettent également de comprendre que son effet anti-apoptotique est trés spécifique a

certains marqueurs d’apoptose et pas a d’autres.

La libération du cytochrome c reste un événement important dans le processus de
mort apoptotique. Notre souhait était d’étudier la modulation de cette protéine, mais
nous avons eu beaucoup de difficultés au niveau de I’extraction de la protéine. Apres
extraction protéique et dosage, la concentration protéique cytosolique obtenue était trés
petite, nous avons cependant essayé quelques tests d’immunobuvardage de type Western
mais apres incubation des membranes avec 1’anticorps primaire on n’avait pas de bandes
a analyser parce qu’il n’y avait pas assez de protéines pour permettre a I’anticorps de se
lier. Nous espérons pour le futur trouver une bonne technique d’extraction protéique afin

d’étudier la modulation de la protéine du cytochrome c.

Pour terminer et afin de mieux comprendre nos résultats, nous avons aussi étudié
I’effet de la LMB sur la modulation de la protéine PARP-1 totale. L’auto modification
de PARP-1 favorise le relichement de I'ADN, permettant ainsi la fixation des enzymes
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de réparation sur les sites de ’ADN endommaggé. Nos résultats de I’analyse de PARP-1
totale démontrent que 24 heures aprés le traitement, la 6-OHDA réduit la quantité de la
protéine totale de PARP-1. Ces résultats sont semblables a ceux présents dans la
littérature, car sous l’effet du stress et lors des dommages & I’ADN on observe une
augmentation de PARP-1 totale. Si cette protéine est incapable de réparer les dommages
a ’ADN, on aura la formation du PARP-1 clivé caractérisé par la diminution de la
PARP-1 totale. Nous pouvons alors conclure que la diminution de la protéine PARP-1
totale est synonyme que la mort apoptotique continue & se dérouler méme aprés notre
pré-traitement a la LMB. En nous référant aux résultats de I’effet de la LMB sur la
translocation de AIF, les résultats de PARP-1 ne sont pas surprenants parce que la
littérature dit que AIF précéde PARP-1. Donc nous pouvons conclure que la LMB réduit
partiellement I’apoptose parce que bien qu’elle modifie la modulation de certaines
protéines apoptotiques, elle reste cependant indifférente sur la modulation des autres

protéines apoptotiques.

4.1 Perspectives de recherche

Les résultats de ces recherches sont trés encourageants, toutefois il serait
intéressant de faire encore des expériences in vitfro afin de mieux comprendre le mode
d’action de la LMB. En effet, I’analyse de ces résultats nous emmeéne a nous poser de
nouvelles questions. Dans un premier temps, nous serons curieux d’étudier d’autres
facteurs pro-apoptotiques afin de mieux comprendre les différents mécanismes qui
interviennent dans la mort cellulaire par apoptose. Ensuite, nous aimerons aussi étudier
Ieffet de la LMB sur la translocation de p53 et sur la fragmentation d’ADN. Ces
deux résultats pourraient nous aider a mieux comprendre les résultats de AIF et PARP-1.
11 serait aussi important de faire des tests entre 10 et 20 heures afin de savoir a peu pres a

quel moment commence la translocation de AIF.

Afin d’augmenter la neuroprotection, il serait aussi intéressant d’associer la LMB
a un autre neuroprotecteur comme 1’acide docosahexaénoique (DHA). Nous avons

choisi la DHA parce que beaucoup d’études démontrent son effet neuroprotecteur. Par
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exemple, certaines études démontrent qu’un pré-traitement a la DHA protége de
’apoptose induite par la privation de sérum dans les cellules Neuro 2A (Akbar ef al.
2005; Akbar ef al. 2006). En plus, ce choix a été fait en nous référant a ces travaux qui
disent que I’administration de la DHA pendant 24 heures protége les neurones de la
toxicité du peptide amyloide B (AB) (Florent et al. 2006) et atténue ’apoptose induite
par les agents apoptotiques comme la sphingosine et ’etoposide (Kishida et al. 1998;
Wu et al. 2007). Enfin, certains travaux suggeérent que la DHA diminue la fragmentation
et ’activation de la caspase 3 (Akbar et al. 2005; Akbar et al. 2006).qui sont des facteurs
trés importants pour le choix d’un neuroprotecteur. Donc, en nous référant a la
littérature, nous pensons qu’en utilisant ces deux composantes (LMB et DHA), la
probabilité d’augmenter la neuroprotection sur nos cellules PC12 pourrait étre plus

élevée.

En effet, il semblerait que le niveau de phosphorylation de Nur77 influence sa
localisation cellulaire (Wingate ef al. 2006). Donc il serait aussi important de voir 1’effet
de la neurotoxine 6-OHDA sur le niveau de phosphorylation de Nur77 ce qui pourrait
expliquer leur effet sur la translocation de Nur77. Enfin, il serait aussi intéressant
d’étudier I’effet de la LMB sur la libération du calcium du réticulum endoplasmique
puisque Nur77 semble y avoir un effet (Liang ef al. 2007) et pour terminer, faire le test
de fragmentation d’ADN entre dix heures et 20 heures avec ou sans pré-traitement a la

LMB pour savoir a quel moment précis il y a plus de mort apoptotique.

Pour terminer, pour contourner le fait que la NGF agit sur la modulation de Nur77,
le laboratoire de neurobiologie cellulaire de 'UQTR est en train de mettre au point

une technique de différenciation neuronale utilisant I’acide rétinoique.
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