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INTRODUCTION

OH

Le resvératrol est reconnu pour ses effets anti-inflammatoires et cardioprotecteurs. Plusieurs

travaux suggerent que ce polyphenol naturel (figure 1), notamment retrouve dans le vin, possede ‘

des proprietes antioxydantes qui pourraient reduire la formation de radicaux libres'menant au stress A OH
oxydant et a l'apoptose des neurones dopaminergiques (DAergigues), caracteristiques de la

maladie du Parkinson (MD). Des études récentes demontrent que la diminution du stress oxydant HO

et de la neuroinflammation peut préevenir la dégénération de neurones DAergiques.

Les buts de notre étude :
1. évaluer l'effet du resveratrol sur la cascade apoptotiqgue >
Induite par administration de MPP+, une neurotoxine

responsable de la mort selective des neurones J»
DAergiques
2. evaluer leffet du resveratrol contre [Pinflammation

induite par le lipopolysaccharide (LPS) dans un systeme »
de co-culture microglie-neurone >

Figure 1. Resvératrol.

Principes pris en compte lors de cette etude :

Le cerveau compte plusieurs sortes de cellules justifiant
'usage d’'un systeme de co-culture

Certaines de ces cellules, les microglies, ont la capacitée
d’adopter un état active dans lequel ils peuvent produire des
facteurs nocifs pour les neurones

L'apoptose est une forme de mort cellulaire programmée

La MD est causée par la neuroinflammation et le stress
oxydant, eux-mémes directement lieés a I'apoptose

METHODOLOGIE

Culture et traitement des cellules :

Les cellules neuronales PC12 ont été cultivées dans du milieu RPMI et
les cellules gliales N9, dans du milieu DMEM-F12. La difféerenciation des
cellules neuronales a été induite par le NGF (Anglais : nerve growth
factor). Les prétraitements ont ete effectués sur 3h avec du resveératrol
(figure 1). Les traitements ont ete effectués sur 24h avec du MPP+
(figure 2) chez les neurones difféerenciés, et avec du LPS (figure 3) chez
les microglies. Dans certaines expériences, les neurones eétaient
cultivées en puits et les microglies en inserts déposés dans les puits.
Ceci constituait le systeme de co-culture (figure 4).

Analyse quantitative de la LDH :

La cytotoxicité a eté quantifiee par une analyse colorimétrique qui
mesure l'activité de la lactate déshydrogenase (LDH) relachee dans le
milieu extracellulaire par les cellules endommageées (figure 5).

Analyse quantitative de la fragmentation de ’ADN :

L'apoptose a éte evaluée par une analyse colorimétrique qui emplol un
anticorps specifigue contre ['ADN simple brin se retrouvant
distinctivement dans des noyaux en apoptose (figure 6).
Electrophorése et immunobuvardage de type Western :

L'expression des protéines pro-apoptotiques, AlIF et BAX, et anti-
apoptotique, Bcl-2, a eté evaluée en extrayant les proteines totales
(fractions cytoplasmiques et nucléaires separees pour AlF) afin de les
faire migrer sur un gel de polyacrylamide selon leur taille. Les protéines
sont transferées sur une membrane de PVDF et I'intensité des bandes
d’'interét a été quantifiée par chimiluminescence.

RTg-PCR :

_a transcription des genes IL-1a et TNF-a a été analysée en effectuant
a transcription réverse des ARNm de ces cytokines pro-inflammatoires
ouis en amplifiant ces sequences afin de les quantifier.

Analyse TUNEL :

L'apoptose a eté evaluée par une analyse fluorimétrique de la
fragmentation de I'ADN usant la transférase terminale (figure 7),
enzyme catalysant l'ajout de désoxynucléotides fluorescents aux
extréemités 3’ hydroxyle generées par la fragmentation de 'ADN.
Immunofluorescence :

L'apoptose a eté evaluée par une analyse fluorimétrique de la
protéolyse de la caspase-3 qui emploi un anticorps specifique contre
cette protéine mediatrice de la mort cellulaire programmeée.
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Figure 2. N-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine (MPP+).

Figure 5. Détection de la LDH par analyse

colorimétrique.
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Figure 6. Processus de la fragmentation
de 'ADN.

Figure 3. Lipopolysaccharide (LPS).
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Figure 4. Systeme de co-culture
microglie-neurone.

Figure 7. Détection de la fragmentation de
I’ADN par analyse TUNEL.
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Figure 8. Effet du resveratrol sur la cytoxicité
chez les neurones. Nos résultats montrent
que le resveératrol a des proprietes
neuroprotectrices, car il réduit de 20% Ila
mort neuronale induite par le MPP+.
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Figure 11. Effet du resveratrol sur les niveaux
d’AlF __nucléaire chez des neurones. Le
resveratrol est anti-apoptotique, car |l
diminue la translocation de AlF vers le noyau
de neurones de 150%.
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Figure 14. Effet du resvératrol sur les

niveauXx d ARNm TNF-a chez les microglies.
Le resvératrol est anti-inflammatoire, car il
diminue de 150% la transcription*de TNF-o
gliale.
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Figure 9. Effet du resveratrol sur 'apoptose

chez des neurones. Le resveratrol possede

des proprietes anti-apoptotiques du fait qu’il
reduit de 40% la fragmentation d’ADN
neuronal induite par le MPP+.
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Figure 12. Effet du resvératrol sur la cyto-
toxicité chez les microglies. Nos resultats
montrent que le resveratrol a des proprietes
anti-inflammatoires, car il reduit de 30% la
mort gliale induite par le LPS.
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Figure 15. Effet du resveratrol sur la cyto-
toxicité chez les neurones en co-culture. Le
resveratrol est un neuroprotecteur efficace,
car Il reduit la mort neuronale de 30%, celle-
ci induite par les microglies activées au LPS.

CONCLUSION
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Figure 10. Effet du resvératrol sur le ratio

Bax/Bcl-2 chez des neurones. Nos réesultats

démontrent que le resvératrol a des
propriétés anti-apoptotiques, car il inhibe
I’'hnomodimérisation de Bax.
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Figure 13. Effet du resvératrol sur les

o

niveaux dARNmM IL-1a chez les microglies.

Le resveratrol possede des propriétés anti-
Inflammatoires du fait qu’il réduit de 100% la
transcription d’lL-1a gliale.

Cleaved
caspase-3

VTR
o)
L NS
7 7
eurones

Hoechst TUNEL

Figure 16. Effet du resveratrol sur I'apoptose
chez les neurones en co-culture. Le resve-
ratrol est anti-apoptotique, car il prévient
divers processus de l'apoptose neuronale
Induits par les microglies activees au LPS.

Nos resultats demontrent que l'administration du resveratrol a des cellules neuronales traitees au MPP+ diminue de maniere
significative I'apoptose et la cytotoxicité, reduit 'expression de genes pro-apoptotiques tel Bax et augmente celle de genes anti-

apoptotiques, tel Bcl-2. De plus, le resveératrol reduit
microglies activees au LPS et diminue l'apoptose des ce
co-culture. Ces resultats sont d'une importance capitale
et ouvrent la voie vers la recherche de molecules naturel

a transcription des cytokines pro-inflammatoires IL-1a et TNF-a chez les
lules neuronales induite par les cellules gliales activees dans un systeme de
oour élaborer des strategies de prevention des maladies neurodegénératives
es therapeutiqguement efficaces.



