N

N

Dosage d’acides gras dans le cerveau de rats traités par
le LPS
Christophe Gu-Lu, Amani Tebtoub, Marie Joanny-Flinois, Emmanuel Curis,

Dorota Desaulle, Nicolas Auzeil, France Massicot

» To cite this version:

Christophe Gu-Lu, Amani Tebtoub, Marie Joanny-Flinois, Emmanuel Curis, Dorota Desaulle, et
al.. Dosage d’acides gras dans le cerveau de rats traités par le LPS. Acta discipulorum academiae
medicamentariae artis, 2018, 2, pp.1-6. hal-01877086

HAL Id: hal-01877086
https://hal.science/hal-01877086

Submitted on 19 Sep 2018

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://hal.science/hal-01877086
https://hal.archives-ouvertes.fr
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Résumé

Contexte : La maladie d’Alzheimer est la premiere cause de démence au monde du fait d’une population vieillissante. Afin
de mieux comprendre les mécanismes moléculaires de la neuroinflaimmation dans cette maladie, nous avons étudié les
effets de la neuroinflammation, induite artificiellement chez le rat, sur le métabolisme lipidique cérébral.

Méthode : Douze rats ont recu pendant huit semaines une injection hebdomadaire de chlorure de sodium ou de
lipopolysaccharide (LPS). Les cortex frontaux et hippocampes de ces rats ont ensuite été récupérés et six acides gras
cérébraux ont été dosés dans chaque région d’intérét par chromatographie liquide ultra performante couplée a la
spectrométrie de masse. Nous avons alors comparé les taux moyens d’acides gras chez les rats contrdles et les rats traités

par LPS.

Résultats : 1 expérience n’a pas permis de mettre en évidence une augmentation significative des six acides gras étudiés.
Conclusion : Cette expérience offre quelques pistes dans la compréhension des mécanismes a origine de la libération des
acides gras cérébraux. Néanmoins, des études complémentaires ciblant quelques acides gras d’intérét devraient étre mises

en ceuvre pour apporter des résultats satisfaisants.

Mots-clés : Alzbeimer, nenroinflammation chronique, stress oxydant, cortex frontal, hippocampe, analyse lipidonique,

Introduction

La maladie d’Alzheimer est une pathologie
neurodégénérative multifactorielle [1]. Cliniquement,
elle se caractérise par linstallation progressive d’une
démence diagnostiquée par une perte de mémoire
associée 4 un ou plusieurs troubles cognitifs : apraxie,
aphasie, agnosie, troubles de la fonction exécutive
(criteres diagnostiques du DMS IV-TR [2] ). Ces criteres
cliniques sont associés a l'altération des fonctions de
certaines régions histologiques cérébrales et notamment
de ’hippocampe, zone de la mémoire [3], et du cortex
frontal, zone de la cognition [4]. Ainsi, histologi-
quement, plusieurs études ont montré une perte de
volume progressive du cortex et de I'hippocampe dans
la maladie d’Alzheimer [5,6,7]. Des déficiences dans la
production de Tacétylcholine, neurotransmetteur
impliqué dans la mémoire[7], ont par ailleurs été décrites
dans ces deux zones principalement [8§].

Les connaissances sur la pathogenese de la maladie
sont constamment mises a jour [9]. De nombreux
mécanismes physiopathologiques permettant de relier
Patrophie de ces deux zones cérébrales et la maladie
d’Alzheimer, ont été proposés. Parmi eux, la neuro-
inflaimmation joue un r6le majeur dans le
développement préclinique de la pathologie [10].

Le systeme cérébral est capable d’induire des
réponses immunitaires et inflammatoires immédiates et
de courte durée en réponse a de nombreuses agressions
[11,12] provoquées par des infections, accidents
traumatiques, toxiques neurologiques. Les cellules
microgliales, macrophages résidents du systeme cérébral
[11], sont les principaux agents de la réponse
immunitaire innée ; leur activation induit la libération de
médiateurs pro-inflammatoires dans les régions
touchées, d’espéces oxydantes (formes oxydantes de
Poxygene, ROS) [13] ainsi qu’un rétrocontrdle positif de

la production de leucocytes participant a une neuro-
inflammation aigué. Un remodelage tissulaire s’en suit et
homéostasie cérébrale est assurée [1]. Néanmoins, une
quantité importante de protéines fibrillaires AB,
caractéristiques de la pathologie d’Alzheimer, active les
microglies qui développent un phénotype neurotoxique
[14]. La clairance des protéines A est alors imparfaite ;
elles s’accumulent de ce fait [1]. Les cellules de la
microglie restent alors actives en continu ce qui a pour
conséquence une neuroinflaimmation chronique délétére
[1] puisque la libération de médiateurs inflammatoires et
d’anions superoxydes est intensifiée (figure 1). Le stress
oxydant ainsi induit entralne une peroxydation lipidique
(figure 1) touchant notamment les lipides membranaires
du systeme cérébral. Les lipides du neurone et de la gaine
de myéline sont dégradés [15] libérant deux acides gras
par phospholipide et sulfolipide. Des études ont montré
laltération de deux familles de lipides membranaires
dans la pathologie d’Alzheimer chez 'Homme : les
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Figure 1: Mécanisme simplifié du lien entre stress
oxydant et neuroinflammation, participant tous
deux aux processus neurodégénératif de la
pathologie d’Alzheimer.
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plasmalogénes (phospholipides) [16] et les Nomenclature

sulfatides (sulfolipides) [17]. normalisée Q Nom usuel Nature
Notre étude s’intéresse a six acides gras  C16:0 C16:0 Acide palmitique Saturé

(tableau 1) :  trois acides gras composant C18:0 C18:0 Acide stéarique Saturé

principaux des phospho- et sulfolipides (les C18:1 C18:1 w-9  Acide oléique Monoinsaturé

acides palmitique [18], stéarique [16] et oléique ~ C18:2 Cl8:2 -6 Acide linoléique Polyinsaturé

[19]) et trois autres acides gras, polyinsaturés, C20:4 C20:4 w-6 Aqde arachldomqueu(ARA) Polymsaturé

C22:6 C22:6 -3  Acide docosahexanoique (DHA) Polyinsaturé

également composants majeurs des membranes

neuronales chez ’'Homme et le rongeur [20].

Afin de reproduire la neuroinflammation
chronique retrouvée dans le cas d’une pathologie neuro-
dégénérative (maladie d’Alzheimer notamment), des
doses de lipopolysaccharide (LPS) ont été administrées
[21,22,23,24] a intervalles réguliers pendant plusieurs
semaines par voie intrapéritonéale [25]. Notre objectif
est de rechercher un lien entre la neuroinflaimmation
induite par le LPS et la libération des acides gras des
membranes neuronales du cortex et de I’hippocampe
dans le but de mieux comprendre la physiopathologie de
la maladie d’Alzheimer au stade précoce.

Matériel et méthodes

Produits et appareils

Le lipopolysaccharide (LPS) et le chlorure de
sodium a 0,9 % utilisés pour I'expérimentation animale
ont été obtenus auprés de la société Sigma-Aldrich. Le
LPS provient d’une souche de Salmonella enterica de
sérotype fyphimurinm, un bacille Gram négatif. Les
produits utilisés pour extraire, séparer et doser les lipides
du cerveau ont été achetés chez Acros Organics-Thermo
Fisher Scientific. Le Precellys®24-Dual (Precellys-
Bertin Technologies) a été utilisé pour homogénéiser les
échantillons et les tubes de lyse ont été fournis dans le
Precellys® Lysing Kit. Les protéines ont été dosées en
utilisant le kit BCA Protein Assay-Reducing Agent Compatible

(Pierce).

Animanx et traitements

Toutes les expérimentations ont été approuvées par
les comités d’éthique en expérimentation animale du
ministere de I'Enseignement supérieur et de la
Recherche et ont été réalisées en accord avec la directive
européenne 86/609/EEC du 24 novembre 1986. Douze
rats males de souche Wistar (Raztus norvegicus) et pesant
230 £ 20 g ont été élevés dans des conditions optimales
pourt I'espece : la température du laboratoire a été fixée a
22 + 2°C avec un éclairage contrélé par des cycles de
12 h de lumiere et 12 h d’obscurité et les rats ont été
nourtis et hydratés ad lbitum. Les rats agés d’environ
8 semaines ont été traités par voie intrapéritonéale par
250 pl. de NaCl 0,9% seul (7 = 6 ; groupe controle) ou
par 1 mg/kg de LPS (# = 6 ; groupe LPS) dissous dans
250 ul. de NaCl 0,9 %. Le traitement a été répété de
fagon hebdomadaire, le matin a jour fixe pendant
8 semaines. Les rats ont ensuite été sacrifiés par injection
intrapéritonéale de 200 mg/kg de phénobatbital et les

Tableau 1: Identification des acides gras étudiés.

cortex frontaux et hippocampes disséqués ont été placés
a —80 °C dans de 'azote liquide jusqu’a utilisation.

Préparation de l'échantillon et extraction lipidigue

Les tissus d’hippocampe et de cortex frontal de
chaque rat ont été placés séparément dans des tubes de
lyse de 2 mL contenant des petles de céramique de
diametre 1,4 mm et 600 pL. d’eau froide ont été ajoutés.
I’homogénéisation a été ensuite réalisée a 5000 tours par
minute pendant 15 secondes. Un volume de 20 uL
d’homogénat a été utilisé pour le dosage des protéines
totales. L’extraction des acides gras a été faite par
extraction liquide-liquide en ajoutant le reste de
I’homogénat aqueux dans un mélange hexane-méthanol.
La phase organique supérieure a été récupérée et lavée.
Les extraits lipidiques obtenus ont été injectés dans
P'appareil de chromatographie liquide ultra-performante
couplée a la spectrométrie de masse (UPLC-MS).

Analyse lipidomique

Analyse UPLC-MS

La séparation a été faite par chromatographie de
partage a polarité de phase inverse. La phase stationnaire
était une colonne greffée de groupements octadécyles
(C18) chauffée a 70 °C. Un gradient d’élution a été
ensuite réalisé. Le débit de la phase mobile était de
0,4 mL/min. Le systtme UPLC était couplé a un
spectrometre de masse réalisant lionisation des
échantillons par un faisceau d’électrons (Electrospray
tonization, ESI). Les masses moléculaires de chaque acide
gras ont été déterminées. Parallelement, les protéines
totales ont été quantifiées par un dosage colorimétrique
utilisant l'acide bicinchoninique (BCA). Cette méthode
est fondée sur la réduction de 'ion cuivrique Cu?* en ion
cuivreux Cut par les protéines avec formation d’un
complexe coloré entre le BCA et Cu* ; 'absorbance est
mesurée a 562 nm. La quantification des protéines
totales permet de s'affranchir des fluctuations de
quantité de matériel biologique d'un échantillon a l'autre.
Les résultats obtenus sont exprimés en nanogramme par
milligramme de protéines totales.

Correspondance des structures lipidiques

L’identification de chaque acide gras en
spectrométrie de masse a été réalisée a I'aide des bases
de données LIPID MAPS (www.lipidmaps.org) et

METLIN  (https://metlin.scripps.edu). Elle a été




confirmée par les temps de rétention obtenus par
chromatographie. En effet, pour chaque classe de
lipides, le temps de rétention est corrélé linéairement a
son nombre de carbone. Le temps de rétention mesuré
a donc été comparé aux temps de rétention déja
référencés pour I'acide gras considéré. Une différence de
temps de rétention inférieure a 15% permet de
confirmer I'identification lipidique.

Analyses statistiques

Effet des L. P. S. sur les acides gras cérébraux

. Cortex frontal Hippocampe
Acide gras . )
Controle  LPS  Controle LPS
DHA (C22:06) 0,557 0,454 0,00608 0,934
ARA (C20:4) 0,240 0,163 0,779 0,0108
Acide linoléique (C18:2) 0,145 0,771 0,965 0,815
Acide palmitique (C16:0) 0,553 0,202 0,874 0,267
Acide oléique (C18:1) 0,179 0,149 0,00202 0,828

Acide stéarique (C18:0)  0,0659 0,0452 0,457 0,698

Chaque région cérébrale a été étudiée séparément.
Pour les six acides gras étudiés, nous avons obtenu
douze dosages, six dosages provenaient des rats du
groupe controle et six dosages provenaient des rats du
groupe traité par le LPS.

Les résultats dans chaque groupe ont été exprimés
par des moyennes T écart-types. Les taux moyens
d’acides gras obtenus chez les rats controles et traités par
LPS ont été comparés par un test unilatéral, puisque 'on
attend une augmentation dans le groupe des rats traités
par le LPS. La normalit¢ des distributions des
concentrations a ¢té vérifiée au moyen du test de
Shapiro-Wilk. Lorsqu’elle est satisfaite, un test de
Student est utilisé ; dans le cas contraire, un test non-
paramétrique de Wilcoxon. Nous avons décidé
d’effectuer 12 tests statistiques (£ = 12) de comparaison
de moyennes. Cette multiplicité des comparaisons
augmente le risque de faux positifs (inflation du risque
de premiere espéce, o). En ciblant par convention
o = 0,05 global, le risque de premiére espece ajusté pour
chaque test est de 0,05/12=0,004 (méthode de
Bonferroni), faisant considérer un test significatif si
p < 0,004, avec p le degré de signification du test.

Résultats

Normalité de distribution des acides gras
Les résultats du test de normalité

de Shapiro-Wilk sont présentés dans le

Tableau 2 : Résultats de I’étude de normalité

Les valeurs sont les degrés de signification (p-value) obtenus
par le test de Shapiro-Wilk pour chaque série de dosages
(n=0).

d’augmentation significative des taux d’acides gras dosés
par rapport aux rats contréles, ni au niveau du cortex
frontal ni au niveau de ’hippocampe.

Discussion

Aungmentations non significatives de la composition en acide
gras

Cette expérience a permis d’étudier les effets d’'une
neuroinflaimmation chronique induite par une injection
répétée de LPS sur la composition en acides gras du
cortex frontal et de ’hippocampe. L’étude n’a pas permis
de mettre en évidence d’augmentation significative des
taux d’acides gras au niveau du cortex frontal et de
I'hippocampe. 11 est donc possible que le LPS a doses
répétées n’induise pas d’augmentation des taux d’acides
gras au niveau du cortex frontal et de I’hippocampe.
Sachant que la maladie d’Alzheimer est une maladie
multifactorielle, I'altération des plasmalogenes et des

Tableau 3 : Comparaison des taux d’acides gras, avec et sans LPS
Les valeurs sont les moyennes * écarts-types, exprimées en ng/mg de protéines
totales ; p : degré de signification du test de Wilcoxon

tableau 2. La répartition des taux

. ) . i 0 P
d’acide oléique dans Thippocampe Acide gras Controles LPS
chez le groupe controle n’est pas Dosages dans le cortex frontal
gaussienne (p =0,002 < 0,004). De ce ppya (caze) 3817 + 118,6 6508 + 2142 0,0151
fait, nous avons opté pour Putilisation g\ 50,4y 2345,0 + 779,9 4197,0 + 14963 0,00866
dun  test de Wilcoxon, non o
L Acide linoléique (C18:2) 186,7 + 66,4 277,5 + 74,1 0,0649
paramétrique, pour comparer nos . -
résultats entre les rats controles et les  Acide palmitique (C16:0)  10376,0 £ 3558,6 13026,0 + 28942 0,132
rats traités par le LPS. Acide oléique (C18:1) 3710,0 + 1219,4 6646,0 £ 25750 0,00866
. . Acide stéatique (C18:0 28982,0 + 8584,1 38200,0 + 109450 0,180
Effets du lipopolysaccharide (LLPS) sur la que ( ) —
composition en acides gras Dosages dans I'hippocampe
Les résultats  de Panalyse DHA (C22:6) 672,5 + 116,6 8202 + 172,7 0,240
statistique dans le tableau3; les ARA (C20:4) 5724.0 £+ 505,2 5580,0 + 25282 0,394
résultats individuels des dosages sont  Acide linoléique (C18 :2) 3278 + 242 3447 + 87,8 0,589
représentés dans la figure 2. Aprés  Acide palmitique (C16:0)  12398,0 + 1086,0 14631,0 + 3597,5 0,240
correction dLeP Smult‘phcfte’ les rats 5 cide oléique (C18 :1) 10482,0 + 1614,2 118380 + 1630,0 0,240
traites - par e presentent Pas 4 ide stéarique (C18:0) 352610 + 1963,2 41622,0 + 61397 0,0649
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Figure 2 : Répartition des taux des six acides gras étudiés dans le cortex frontal (a gauche) et ’hippocampe
(a droite) de rats contrdles (n = 6, « Non ») et de rats traités par LPS (12 = 6, « Oui »).

sulfatides pourrait résulter d’un mécanisme plus
complexe impliquant la neuroinflammation, ou pourrait
avoir d’autres origines. En effet, l'expérience ne
s'intéresse qu’a un seul facteur intervenant dans la
maladie d’Alzheimer. C’est une maladie treés complexe et
d’autres facteurs de risques ont été reliés a cette
pathologie et non étudiés dans cette étude comme la
dysrégulation du systéme immunitaire induite par I'age
[26,27] et certaines prédispositions génétiques [27,28].

Limites de l'expérience

Les boites a moustaches (figure 2) mettent en
évidence une augmentation presque systématique des
1er, 2¢ et 3¢ quartiles des taux d’acides gras dans le cortex
frontal et ’hippocampe des rats traités par LPS, exceptés
pour le premier quartile des acides arachidonique et
linoléique dans I’hippocampe. Cette tendance pourrait
suggérer une augmentation des taux de certains acides
gras malgré la non-significativité du test de Wilcoxon.
En effet, au vu des hypotheses de départ, les résultats
attendus auraient été une augmentation d’un ou de
plusieurs acides gras au niveau du cortex et de
I’hippocampe au cours de la neuroinflammation
chronique induite par le LPS.
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