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cellules N9 au resvératrol ou la quercétine avant le traitement au LPS et le transfert avec 

les cellules PC 12 permet de réduire la mort cellulaire des cellules PC 12 à 24 et 25% 

respectivement. On peut donc conclure qu'une diminution de l'activation de la microglie 

par un pré-traitement avec un des deux phyto-estrogènes étudié permet de réduire la 

mort cellulaire des PCI2. 
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FIGURE 3.14: Mesure de la mort cellulaire des cellules PC12 suite à la 
co-culture avec les N9. Le resvératrol et la quercétine 
réduisent la mort cellulaire des PC12 induite par les cellules 
N9 activées au LPS. ***p< 0,001 vs LPS. N=3 

3.10 Effet du pré-traitement au resvératrol ou à la quercétine de la microglie 
activée au LPS sur l'apoptose des PC12 dans un système de co-culture 

Aux sections précédentes, il a été démontré que le resvératrol et la quercétine permettent 

de réduire l'activation de la microglie et le niveau de mort cellulaire des cellules PC 12 

induite par la microglie active. De plus, il a été démontré que l'activation de la microglie 

induisait la mort des cellules PC12 par un processus d'apoptose. Il a donc été vérifié si le 

pré-traitement avec le resvératrol ou la quercétine avant l'activation de la microglie au 

LPS permettait de réduire la quantité de cellules PC12 en apoptose. Pour ce faire, le 

marquage des noyaux en apoptose a été réalisé avec le TUNEL et le marquage de la 

caspase-3 activée. Tous les noyaux ont été marqués au Hoechst 33342. La figure 3.15 

présente des images des cellules ayant subi les différents traitements et le marquage au 

TUNEL (en vert), de la caspase-3 activée (en rouge) et de tous les noyaux (en bleu). On 
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peut constater une réduction du nombre de noyaux en apoptose des cellules PCl2 qui 

ont été mises en contact avec les cellules N9 ayant subi un pré-traitement avec le 

resvératrol ou la quercétine comparativement avec les N9 traitées avec seulement le LPS 

(voir la figure 3.16). 
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FIGURE 3.15 : Marquage au Hoechst (noyaux totaux), au TUNEL 
(noyaux apoptose) et de la caspase-3 activée (noyaux 
apoptose) des cellules PC12. Grossissement 400X. n=2 
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FIGURE 3.16: Décompte des cellules PC12 en apoptose suite à 
leur mise en contact avec les cellules N9. L'effet 
anti-inflammatoire des deux phyto-estrogènes 
réduit le niveau de mort apoptotique induite par 
la microglie activée au LPS. ***p<O,OOI vs LPS. 
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CHAPITRE 4 

CONCLUSIONS 

Mes travaux de recherche avaient deux objectifs de départ très distincts qui portaient sur 

le stress oxydatif et la neuroinflammation. Même s'ils semblent des sujets éloignés, ces 

deux phénomènes ont en commun qu'ils induisent l'apoptose des neurones DAergiques 

et contribuent au développement et à la progression de la MP. 

Tout d'abord, je devais mettre en évidence qu'un stress oxydatif induit par le MPP+ sur 

des cellules PC12 initiait la mort de ces cellules par un processus d'apoptose. Le 

marquage au TUNEL des noyaux en apoptose nous a indiqué que près de 50% des 

cellules PC 12 différenciées traitées au MPP+ sur une période de 24 heures étaient en 

apoptose comparativement à la condition contrôle non traitée. Ensuite, le pouvoir du 

resvératrol et de la quercétine à réduire le niveau de mort apoptotique induit par le MPP+ 

a été vérifié. Même si le pouvoir des deux phyto-estrogènes à réduire la mort cellulaire 

suite à un stress oxydatif a déjà été démontré par le passé, leur capacité à réduire la mort 

apoptotique de cellules neuronales restait à être démontré. On a découvert que le pré­

traitement des cellules PC12 avec ces phyto-estrogènes avant l'ajout du MPP+ permet de 

réduire considérablement la quantité de noyaux en apoptose comparativement aux 

cellules seulement traitées au MPP+. Ceci a permis de conclure que le resvératrol et la 

quercétine permettent de réduire la mort apoptotique des cellules neuronales. Ceci 

pourrait signifier qu'une consommation quotidienne de ces phyto-estrogènes permettrait 

une prévention de l'initiation du processus d'apoptose des neurones DAergiques, ce qui 

réduirait l'incidence de l'apparition de la MP causée par le vieillissement. 

D'un autre côté, je devais vérifier sur de la microglie en culture si les deux phyto­

estrogènes d'intérêt possèdent des propriétés anti-inflammatoires. Tout d'abord, le 

processus d'initiation de l'inflammation avec le LPS sur des cellules de la microglie a 

été mis au point. Le LPS tend à augmenter considérablement le niveau d'expression des 

deux marqueurs pro-inflammatoires étudiés, l'IL-la et leTNF-a. Ensuite, il a été vérifié 

si l'ajout des phyto-estrogènes, sans pré-traitement, possèdent les propriétés de réduire le 
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niveau d'inflammation, c'est-à-dire de réduire le niveau d'IL-la et de TNF-a. Il en est 

ressorti que le niveau d'expression de IL-la et de TNF-a est le même lorsque les 

cellules étaient traitées avec le LPS que lorsqu'elles étaient traitées avec le resvératrol ou 

la quercétine et le LPS. D'un autre côté, la microglie a subi un pré-traitement avec le 

resvératrol ou la quercétine avant le traitement au LPS. Le niveau d'expression d'IL­

l a était alors réduit à 205% et 226% lorsque la microglie subissait un pré-traitement 

respectivement avec le resvératrol et la quercétine, alors que TNF-a était réduit à 240% 

et 271 %. La microglie seulement traitée au LPS augmente le niveau d'expression de IL­

Ia à 300% et de TNF-a à 400%. On peut donc d'abord conclure qu'un pré-traitement 

des cellules micro gliales est essentiel afin d'observer un effet anti-inflammatoire. 

L'hypothèse soulevée pour expliquer ces résultats est que les phyto-estrogènes doivent 

d'abord être absorbés dans la cellule et doivent enclencher des voies de signalisation de 

survie et de protection cellulaire pour fournir un effet anti-inflammatoire. Ceci 

s'applique très bien à l'être humain qui consomme toute sa vie dans sa diète des 

éléments antioxydants et anti-inflammatoire qui s'accumulent dans les cellules et les 

préparent à se protéger contre un stress. On peut donc conclure que le resvératrol et la 

quercétine possèdent des propriétés anti-inflammatoires, puisqu'ils réduisent le niveau 

d'inflammation sur la microglie directement. 

Une réaction inflammatoire dans le mésencéphale entraîne généralement une forte mort 

des neurones DAergiques et peut causer le développement de la MP lors d'une trop 

grande dégénérescence de ces neurones. Tout d'abord, il a été vérifié que la microglie 

activée au LPS peut induire la mort des cellules PC12. Dans un système de co-culture de 

microglie activée au LPS et de neurones PCI2, on a remarqué que la microglie activée 

était capable d'induire la mort des neurones PC12 par un processus d'apoptose. On a 

donc vérifié si le pouvoir anti-inflammatoire du resvératrol et de la quercétine permet de 

réduire le niveau de mort cellulaire des PC12. Une diminution marquée du niveau de 

mort cellulaire des cellules PC12 (figure 3.14) et du niveau d'apoptose (figure 3.16) est 

observée lorsque la microglie subit un pré-traitement avec un des phyto-estrogènes avant 

le LPS. On peut donc conclure qu'en plus de posséder un pouvoir anti-inflammatoire, le 

resvératrol et la quercétine permettent de réduire le niveau de mort cellulaire apoptotique 
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induite par le processus inflammatoire de la microglie activée. Donc, selon le modèle 

utilisé, le resvératrol et la quercétine sont des molécules qui peuvent être classées 

comme molécules anti-apoptotiques et anti-inflammatoires. 

À la lumière de tous ces résultats, on peut conclure que le stress oxydatif et la 

neuroinflammation sont deux phénomènes qui sont capables de causer la mort 

apoptotique des neurones PC12. Mes résultats sont en accord avec la littérature (100) 

puisque dans un premier temps, il est démontré que les neurones DAergiques du cerveau 

de patients atteints de la MP sont en grande majorité dans un stade intermédiaire ou 

avancé du processus d'apoptose (47). De plus, il est démontré que dans le cerveau de 

patients parkinsonniens, plusieurs marqueurs de stress oxydatif (37) et d'inflammation 

(91) sont augmentés. Ainsi, l'administration des phyto-estrogènes resvératrol et 

quercétine permet de réduire le niveau de mort apoptotique induite par le stress oxydatif 

et la neuroinflammation. 

Il serait très intéressant de mesurer le niveau de production des protéines d' IL-l a et de 

TNF-a, puisque seulement leur niveau d'expression de l'ARNm a été mesuré dans ma 

recherche. De plus, il serait important de pouvoir comprendre le mécanisme anti­

inflammatoire et anti-apoptotique du resvératrol et de la quercétine. Par exemple, il 

serait intéressant de vérifier si ces phyto-estrogènes augmentent le niveau d'expression 

de certaines molécules anti-apoptotiques, telle que Bcl-2, ou diminuent l'expression de 

molécules pro-apoptotiques, comme Bax et p53. Ainsi, on pourrait savoir s'ils agissent 

au niveau transcriptionnel de certains gènes et voir leur effet au niveau de certaines 

voies pro-apoptotiques. De plus, il serait intéressant de savoir si les phyto-estrogènes 

étudiés agissent sur le facteur de transcription NF -kB. Ce facteur est un acteur central de 

plusieurs voies de signalisation cellulaire, dont l'inflammation. On pourrait donc en 

venir à comprendre les mécanismes de protection anti-inflammatoire du resvératrol et de 

la quercétine. De plus, le même type d'expérience pourrait être reproduit in vivo sur des 

souris, ainsi on pourrait mieux connaître l'effet des phyto-estrogènes lors d'interactions 

plus complexes entre les neurones et la microglie dans un cerveau. 
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Une alimentation quotidienne riche en resvératrol et en quercétine permettrait de réduire 

les marqueurs de stress oxydatif et d'inflammation dans le cerveau et préviendrait la 

mort apoptotique des neurones DAergiques. D'un autre point de vue, une thérapie riche 

en phyto-estrogènes pourrait être complémentaire à la dopathérapie et ainsi permettre un 

ralentissement de la progression de la maladie et améliorer la qualité de vie des patients. 

Le resvératrol et la quercétine sont deux molécules produites naturellement qui ont pour 

avantage de ne pas causer d'effets secondaires indésirables aux doses utilisées dans nos 

recherches. Leur utilisation semble très intéressante tant pour leur propriété 

d'antioxydants que pour leur pouvoir anti-inflammatoire. Même s'ils sont déjà reconnus 

pour leurs bienfaits contre les maladies cardiaques, ces deux phyto-estrogènes sont aussi 

à l'étude pour leur pouvoir anti-cancer. 

Dans la société vieillissante d'aujourd'hui, il est important de se sensibiliser à une 

alimentation dans laquelle on peut rechercher certains « outils » pour combattre les 

effets du vieillissement et ainsi en venir à réduire les conséquences du vieillissement, 

comme les maladies neurodégénératives. Comme un vieux proverbe le cite : « Mieux 

vaut prévenir que guérir». 
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