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RESUME DES TRAVAUX DE THESE

TITRE : Action des rétinoides et processus neurodégénératifs associés a la maladie
d’Alzheimer

Un ensemble des données cohérentes de la littérature plaide en faveur d'une relation
entre une baisse d'activité de la voie de signalisation de la vitamine A, des altérations de la
plasticité synaptique et des déficits mnésiques spécifiques associés au vieillissement. Une
diminution de l'activité de cette voie de signalisation est également évoquée dans les
processus neurodégénératifs caractéristiques de la maladie d'Alzheimer.

Dans ce contexte, les objectifs de ce travail étaient de mieux comprendre les
conséquences neuro-anatomiques et fonctionnelles d'une baisse d'activité de la voie de
signalisation de la vitamine A. Notre approche expérimentale a mis en ceuvre 2 modeles
animaux, un modele de carence vitaminique A qui induit spécifiquement une baisse
d'activité de sa voie de signalisation et un modele d'hypothyroidie dont il a été montré qu'il
induit aussi une hypoactivité de la voie de signalisation de la vitamine A.

La démarche expérimentale conduite chez les rats carencés en vitamine A
comporte deux volets : (i) un volet mettant en ceuvre 1'imagerie et la spectroscopie RMN, (ii)
un volet moléculaire consacrée a I'étude de l'expression de genes cibles des rétinoides
impliqués dans le processus amyloidogene. Les mesures ont été réalisées, d'une part, chez
des animaux soumis a un régime dépourvu en vitamine A pendant 10 semaines et d'autre
part, chez des animaux soumis a ce méme régime pendant une durée de 13 ou 14 semaines.
Une partie des animaux carencés a été traitée par de 'AR.

Les résultats montrent que des 10 semaines de carence, les animaux présentent une
altération du métabolisme et de son action cellulaire de la vitamine A qui se traduit par (i)
une diminution significative du taux de vitamine A sérique, (ii) une diminution du taux
d'ARNm codant pour les récepteurs RAR, dans le cerveau entier, le striatum, I'hippocampe
et de maniere moins prononcée le cortex des animaux. Apres 10 semaines de régime
dépourvu en vitamine A, des modifications métaboliques ont été mises en évidence
essentiellement dans le cortex. Elles se traduisent par une hausse du (i) NAA/Cr, marqueur
de la densité neuronale corrigée par une administration d'AR, et (ii) du GSH/Cr, indicateur
du potentiel antioxydant cellulaire dans cette structure. Au plan anatomique, un
ralentissement de la croissance cérébrale a été observé dés la 7¢me semaine de régime. Une
diminution du volume hippocampique et une augmentation des espaces ventriculaires ont
été observées a partir de 11 semaines de carence. Au plan moléculaire, aucune modification
de l'expression du géne codant pour APP, ou du rapport APP770-751/ APP695, considéré
comme un indicateur précoce de la MA n'a été observée apreés 10 semaines de carence.

Apres 14 semaines de régime dépourvu en vitamine A, de profondes
modifications métaboliques sont observées dans les trois structures a savoir le cortex,
I'hippocampe et le striatum. Au plan moléculaire, les principaux résultats suggérent un

basculement du processus biochimique de dégradation de la protéine APP en faveur de la



voie amyloidogénique dans le cortex, et par voie de conséquence en faveur de la formation
du peptide AP. Cependant, aucune modification du taux protéique des peptides AP n'a été
mise en évidence dans le cortex et I'hippocampe des rats carencés.

Le modele d'hypothyroidie que nous avons mis en oeuvre entraine bien une hypoactivité
de la voie de signalisation de la T3, observée dans l'hippocampe des animaux et une
diminution du taux d'ARNm codant pour RARP observée dans le cortex des rats
hypothyroidiens. Au plan moléculaire, I'augmentation du rapport APP770-751/ APP695 a été
observée chez les rats rendus hypothyroidiens par rapport aux rats témoins. Comme chez les
rats carencés en vitamine A, les indicateurs de la voie physiologique ne sont que trés
faiblement affectés chez les rats rendus hypothyroidiens. Les modifications de la voie
amyloidogénique sont, en revanche, beaucoup plus importantes que celles observées chez les
animaux carencés. Parmi elles, on peut retenir l'augmentation significative des activités de la
B- et y-sécrétase dans les deux structures étudiées, associée a l'augmentation du taux de
peptides Ap.

L'ensemble de ces données met en évidence que I'hypoactivité de la voie de I'AR, générée
par une carence vitaminique A d'une durée de 13 a 14 semaines génére un ensemble de
modifications qui peuvent étre comparées a celles observées dans la maladie d'Alzheimer.
Ces modifications renforcent l'idée d'une implication de I'hypoactivité de la voie de I'AR
dans les processus mis en place dans cette maladie. Cependant, dans nos conditions
expérimentales, le modéle de carence ne permet pas de générer une augmentation du taux de
peptide AP a l'origine de la formation des dépots amyloides. Les modifications observées
dans ce modele expérimental sont plus nombreuses que celles observées aprés 10 semaines de
régime mais restent encore des modifications qui évoquent les phases précoces de la maladie.

Par ailleurs, I'hypothyroidie, dont la prévalence augmente avec l'dge, génére des
atteintes moléculaires caractéristiques du processus de dégradation de la protéine APP, qui
conduisent a une augmentation des peptides AP, dans I'hippocampe, structure trés
vulnérable dans la MA. Ces données suggerent que ce modele physiologique d'hypothyroidie,
basé sur des modifications hormonales proches de celles observées au cours du
vieillissement, pourrait générer le développement physiopathologique de certains processus
participant a l'étiologie de la MA.

MOTS CLES : Acide rétinoique, Carence en vitamine A, hypothyroidie, maladie
dAlzheimer, IRM, HRMAS, amyloidogenése, APP, peptide Abeta.



ABSTRACT

TITLE : Retinoid signalling and neurodegenerative disorders associated with Alzheimer
disease

Some data reveal that retinoid hyposignalling, presumably resulting from decreased
bioavailability of retinoid ligands naturally, was shown to result in aging-related synaptic
plasticity and long term potentiation (LTP) alterations as well as in aging-related decline of
cognitive function. Moreover, genetic, metabolic and dietary evidence has been provided
for a defective retinoid metabolism in Alzheimer disease (AD). Thus, key steps of the
amyloid production process are under the control of proteins whose expression is positively
regulated by RA in vitro.

In this context, the aims of this work were to better understand neuro-anatomical and
functionnal consequences of retinoid signaling brain hypoactivity. Our experimental method
uses two animal models: a Vitamin A deficiency model which induce especially an
hypoactivity of retinoid pathway, and an hypothyroid model which was also characterized
by an hypoactivity of retinoid pathway.

In the fisrt model, two main approch were used : (i) an NMR imaging and spectroscopy
approach, (i) a molecular approach to study expression of retinoid target genes implicated
in amyloidogenic process. NMR results showed that VAD induces severe anatomic and
metabolic disorders in particular a slowing of brain growth, hippocampus atrophy, and a
decrease of NAA/Cr, marker of neuronal density which was observed in cortex,
hippocampus and striatum. Molecular results reveal a vitamin A deficiency-related
dysregulation of the amyloid pathway in the cortex of rats, which is known to be the first
brain area altered by AD development. In this area, 14 weeks of deprived diet induces
physiological dysregulation in the modulation of RA target genes leading to an increased
amount of ADAM10, BACE and PS1, with some modifications in amyloidogenic pathway
but without increased amount of A3 peptides.

In hypothyroid model, molecular results suggests that adult onset-hypothyroidism may
induce the amyloidogenic pathway of APP processing by increasing activity of [ and
ysecretases and levels of amyloid peptides mainly in hippocampus.

Together these data argue for the idea that hypoactivity of retinoid signalling which
occurs naturally with aging could be a factor participating in accelerating aging and that
hypothyroidism that become more prevalent with advancing age, could increase, via a
hyposignaling of T3 pathway, the vulnerability of amyloidogenic pathway of APP
processing as well as of other clinical symptoms of AD.

KEY WORDS: Retinoic Acid, Vitamin A deficiency, hypothyroidism, Alzheimer disease,
MRI, HRMAS, APP, amyloidogenic pathway.
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INTRODUCTION GENERALE

Parmi les nutriments essentiels apportés par notre alimentation, la vitamine A occupe
une place primordiale. En effet, elle est impliquée dans de nombreux processus
fondamentaux tels que le développement embryonnaire, la vision, le différenciation
cellulaire, I'immunité...(Blomhoff and Blomhoff 2006). Nos connaissances sur le mode d’action
cellulaire de la vitamine A ont été fondamentalement marquées par la découverte des
récepteurs nucléaires de l'acide rétinoique, son métabolite actif (Petkovich et al. 1987). Ils
appartiennent a une «superfamille» de récepteurs nucléaires, incluant également les
récepteurs des hormones stéroides, de la vitamine D, des acides gras, des hormones
thyroidiennes etc (McEwan 2009). Ces données ont ouvert des champs nouveaux
d’investigation dont 'un des plus prometteurs concerne l'intervention de cette vitamine

dans les processus neurobiologiques qui sous-tendent les fonctions cognitives.

Ainsi, des travaux récents réalisés au laboratoire ont révélé qu'une biodisponibilité réduite
en acide rétinoique participerait, via une modification de 1'expression de génes codant pour
des protéines impliquées dans la plasticité synaptique, a l'apparition de troubles mnésiques
associés au vieillissement (Etchamendy et al. 2001). Une altération de 1'activité de la voie de
signalisation de l'acide rétinoique serait alors a l'origine de 1'hypoexpression de géenes cibles
impliqués dans la plasticité synaptique comme celui codant pour la neurogranine. La
restauration par l'acide rétinoique de 1'activité de sa voie d'action, de l'expression des génes
cibles et des capacités mnésiques, qui a été montrée dans certains modeles expérimentaux,
dépendrait alors du niveau d'activité de la voie d'action des hormones thyroidiennes (Husson
et al. 2003; Feart et al. 2005).

La maladie d’Alzheimer (MA) se caractérise par la présence de plaques séniles composées (i)
de dépdts amyloides constitués d'agrégats de peptides A et (ii) de dégénérescences
neurofibrillaires provoquées par l'accumulation et I’hyperphosphorylation de la protéine
tau. Des résultats obtenus post-mortem sur des cerveaux de patients atteints de la MA
tendent a confirmer que le transport et la voie d'action des rétinoides est particulierement
altérée chez ces sujets et laissent supposer qu'une diminution de disponibilité de l'acide
rétinoique (AR, métabolite actif de la vitamine A) favoriserait la formation de dépots
amyloides (Goodman 2006, Maden 2007). Par ailleurs, des données cohérentes de la littérature
montrent qu'une carence vitaminique A chez le rongeur conduit chez l'animal a une
altération de plasticité synaptique, de neurogénése et a des déficits mnésiques (Etchamendy et
al. 2001; Etchamendy et al. 2003; Bonnet et al. 2008) ainsi qu'a l'apparition de dépots de type
amyloide (Corcoran et al. 2004) dans les vaisseaux cérébraux ; ces modifications sont
considérées comme des marqueurs de la MA.

Mon travail de these a eu pour objectif de préciser l'implication de I'hypoactivité de la voie
d’action des rétinoides dans certains processus de type neurodégénératifs associés a la MA.

Les données présentées dans le Chapitre I décrivent dans un premier temps le mode d’action
de la vitamine A, son role dans le cerveau mature et soulignent les conséquences d’une
baisse d’activité de la voie de signalisation de la vitamine A sur le déclin des processus
neurobiologiques et mnésiques associés au vieillissement. Dans un second temps, apres avoir
résumé les caractéristiques de cette pathologie, nous rapportons les données de la littérature
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qui laissent supposer un role potentiel de la vitamine A dans I'étiologie de la maladie
d’Alzheimer.

Une premiere étude expérimentale (Chapitre II) réalisée chez le rat carencé en vitamine A a
permis par 'utilisation innovante d’outils tels que I'imagerie de Résonance Magnétique et la
Spectrométrie haute résolution de type HRMAS de révéler les profondes altérations
morphologiques et métaboliques associées a la baisse d’activité de la voie de signalisation
des rétinoides. Des liens forts ont ainsi pu étre suggérés entre 1’hypoactivité de cette voie et
I"apparition de troubles de type neurodégénératifs.

Une deuxieme étude a consisté, par une approche moléculaire, a préciser I'implication de la
voie de signalisation des rétinoides dans la régulation des processus de dégradation de la
protéine Amyloid Precursor Protein (APP) (Chapitre III). Les résultats obtenus montrent que
la baisse d’activité de la voie de signalisation des rétinoides induit des déséquilibres entre les
voies physiologique et pathologique de dégradation de la protéine APP.

L’existence d’interactions fortes entre la voie d’action des rétinoides et celle des hormones
thyroidiennes (HT) associée aux roles primordiaux des HT dans le SNC a permis de suggérer
I'implication des HT dans l'apparition de troubles de type neurodégénératifs. Ainsi, la
derniere partie de ce travail (Chapitre IV) a porté sur 1'étude des conséquences d’une
hypothyroidie sur ces méme processus de dégradation de la protéine APP. Les résultats
suggerent que l'hypoactivité de la voie de signalisation de la T3 (forme active des HT)
apparait comme un facteur majeur dans la régulation de ces processus.

Les résultats de ce travail ont fait I'objet de deux publications acceptées, une en préparation
pour le Chapitre III. Une quatriéme publication sera rédigée ultérieurement et portera sur le
Chapitre IV.



CHAPITRE1
DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

I La vitamine A et le systeme nerveux central

1. Généralités sur la vitamine A

La vitamine A ou rétinol (en référence a son action au niveau de la rétine), ainsi que ses
dérivés, les rétinoides, sont impliqués dans de nombreuses fonctions biologiques
fondamentales telles que la vision, le développement embryonnaire (Ross et al. 2000),
I'immunité (Reifen 2002), les processus de croissance cellulaire (Maden et al. 1998; Maden et al.
2003). Un apport insuffisant (hypovitaminose) ou excessif (hypervitaminose) en vitamine A
entraine des effets néfastes a long terme et peut étre la cause de diverses pathologies. De nos
jours, la carence en vitamine A causée par la sous-alimentation ou la malnutrition constitue
un probleme sérieux de santé publique en particulier dans les pays en voie de
développement dans lesquels 200 millions d’adultes et d’enfants souffrent encore de ce fléau
(Sommer 1995; Filiberti et al. 1997). Cette carence vitaminique altére non seulement les
fonctions visuelles pouvant conduire a la cécité, mais aussi d’autres fonctions cérébrales
importantes. Les roles essentiels joués par la vitamine A dans le développement du systéme
nerveux central (SNC) sont aujourd’hui bien documentés (Maden et al. 1998), mais ce n’est
que récemment que son role dans le cerveau adulte a été découvert (Malik et al. 2000; Mey et
al. 2004; Lane et al. 2005; Tafti et al. 2007). Un champ de recherche innovant a été ouvert et nos

travaux contribuent a son exploration.

1.1 Définition

La vitamine A ou rétinol compte de nombreux dérivés métaboliques, composés naturels ou
analogues synthétiques, rassemblés sous le terme de « rétinoides ». Les molécules de cette
famille possedent de nombreuses similitudes de structure et de fonctions (Sporn et al. 1994;
Blomhoff and Blomhoff 2006) (Figure 1). Leur structure isoprénique qui leur confére leur
caractére lipophile justifie leur nécessité d’étre associés a des protéines de liaison spécifiques
permettant le transport, le stockage et le métabolisme de la vitamine A. La structure
particuliére de chaque rétinoide liée a sa fonction (alcool, aldéhyde ou acide) portée par la
chaine latérale et a la configuration de ses doubles liaisons (cis ou trans) participe a sa
spécificité d’action. En solution, I'isomérisation (cis/trans) peut-étre induite par différents
facteurs comme la lumiére ou I’oxygene, c’est pourquoi des précautions particulieres doivent
étre prises lors de la manipulation et de I’analyse de ces composés (Aust et al. 2001). Dans la
cellule cible, un métabolisme oxydatif conduit a la production, a partir du rétinol, de rétinal
qui peut ensuite étre converti de maniere irréversible en acide rétinoique (AR). Ainsi, les
principaux métabolites actifs de la vitamine A sont le rétinal, molécule essentielle pour la
vision, et ’AR, puissant régulateur de I'expression génique.
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Figure 1 : Quelques composés appartenant a la famille des rétinoides

D’apres Bremner and McCaffery 2007

1.2 Sources alimentaires et recommandations

La vitamine A est un micronutriment qui ne peut étre synthétisé de novo par les espéces
d’origine animale. C'est pourquoi il doit étre apporté par I'alimentation. La vitamine A est
présente exclusivement dans les produits d’origine animale et est apportée sous forme de
rétinyl-esters et dans une moindre mesure sous forme de rétinol. Les sources alimentaires les
plus importantes sont les foies en particulier ceux de poissons et de mammiféres marins
(morue, thon, flétan...), ainsi que les aliments de la famille produits laitiers-ceufs (le beurre,
le lait, le fromage et les ceufs).

Concernant les végétaux, ils contiennent les provitamines A ou caroténoides (précurseurs du
rétinol) converties au niveau de l'intestin en vitamine A. Ils sont présents dans les légumes
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tels que carottes, épinards, choux (...) ainsi que dans certains fruits (oranges, abricots,
mangues).

Parmi les caroténoides, 50 servent de précurseurs de la vitamine A chez I'homme : les plus
abondants étant I'a et le 3 carotene. Le P caroténe semble le plus efficace des précurseurs,
pourvu d’activités biologiques étendues.

Les besoins en vitamine sont difficiles a établir précisément car ils varient en fonction de
I'age, du sexe ou encore de l'activité des sujets. Ils augmentent d’'une maniére générale
durant la croissance, lors de maladies ou d’états fébriles, chez le fumeur et chez les femmes
pendant la grossesse et 1'allaitement ainsi que chez celles prenant des contraceptifs oraux.
Autrefois exprimés en Ul (Unité Internationale), les apports conseillés s’expriment
aujourd’hui en pug (1pg rétinol = 3,3UI) ou en ER équivalent rétinol (1ER = 1pg de rétinol =
6ug de P caroténe), cette dernieére unité présentant 1'avantage d’inclure les caroténoides
précurseurs de la vitamine A. Les apports recommandés (Tableau I) ont été calculés a partir
de la quantité assurant la meilleure adaptation a la vision nocturne. Cette quantité a été
triplée pour tenir compte des variabilités individuelles.

Actuellement, on considére qu'une alimentation « normale » des habitants dans les pays
développés apporte la vitamine A nécessaire. Deux enquétes nutritionnelles réalisées en
France, ASPCC et SU.VL.MAX montrent que la population francaise a un statut en vitamine
A suffisant. Les états de carence prononcés se retrouvent dans les pays en voie de
développement. Cette carence difficilement dissociable du contexte global de malnutrition
est caractérisée par des lésions cutanées, une xérophtalmie (ramollissement de la cornée
pouvant conduire a la cécité) accompagnée de cécité nocturne, un ralentissement de la
croissance chez I'enfant ainsi que des troubles du systeme reproductif.

En cas d’exces de vitamine A (plus rare), les symptomes décrits sont des problémes de
desquamation cutanée et du cuir chevelu, des troubles visuels, digestifs, une
déminéralisation osseuse ainsi que chez la femme enceinte des risques de tératogenése lors
du développement embryonnaire touchant principalement le tube neural (cette liste n’étant
pas exhaustive) (Botto et al. 2004).

Aujourd’hui, les rétinoides sont utilisés comme agents thérapeutiques dans de nombreuses
indications comme le traitement du cancer, de la peau, de 'infection au VIH ou encore dans
le diabete de type 2 (Vivat-Hannah and Zusi 2005).
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Tableau I : Apports nutritionnels en vitamine A recommandés pour la population
francaise.

(Source : Apports nutritionnels conseillés pour la population francaise, Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Aliments,
2007)

Tranche d'age Apports conseillés (ug ER/jour)*
Nourrissons 350
Enfants 1-3 ans 400
Enfants 4-6 ans 450
Enfants 7-9 ans 500
Enfants 10-12 ans 550
Adolescents 13-15 ans 700
Adolescentes 13-15 ans 600

Adolescents 16-19 ans et hommes

adultes 800
Adolescentes 16-19 ans et femmes
600
adultes
Personne agée de plus de 75 ans 700 (hommes)
600 (femmes)
Femmes enceintes (32 trimestre) 700
Femmes allaitantes 950

ER : équivalent rétinol, 6ug de [ caroténe ont la méme activité vitaminique que 1 ug de rétinol
soit 1 ER
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2. Métabolisme général de la vitamine A

2.1 De la lumiére intestinale a la cellule cible

La vitamine A absorbée au niveau de l'intestin gréle, peut suivre deux circuits d"utilisation
en fonction des besoins physiologiques : soit elle est captée par les cellules hépatiques pour
étre stockée quand le statut en vitamine A est satisfaisant, soit elle est directement utilisée
dans divers tissus cibles quand ce statut est déficient. Le métabolisme de la vitamine A se
décompose en trois étapes : (i) 'absorption intestinale (a dose physiologique, 80 a 90% de la
vitamine A et 50 a 60% des caroténoides de la ration alimentaire sont absorbés), (ii) le
métabolisme hépatique (mise en réserve de 90% de la vitamine A de I'organisme dans les
cellules de Ito), et (iii) la mobilisation et le transport de la vitamine A et jusqu’aux tissus
cibles tels que le cerveau (Ross et al. 2001).

La conversion des caroténoides pro-vitaminiques A en rétinol a lieu essentiellement dans la
muqueuse intestinale. Le rétinol nouvellement formé, ainsi que celui apporté par
’alimentation constitue la forme la plus abondante dans le sang. Il est ensuite estérifié en
rétinyls esters par différentes enzymes (LRAT : Lécithine Rétinol Acyl-Transférase et ARAT :
Acyl-CoA Rétinol Acyl-Transférase) dans la muqueuse intestinale et transporté vers le foie,
via les chylomicrons, qui assurent la mise en réserve sous forme de rétinyls esters. En
fonction des besoins de I'organisme, les rétinyl esters seront hydrolysés en rétinol libre qui
sera sécrété dans le plasma, véhiculé par un complexe protéique assurant le transport de 95-
99% de la vitamine A circulante. Il est composé de la Retinol Binding Protein RBP (21kD)
liant spécifiquement la molécule de rétinol, et de la transthyrétine ou TTR (Monaco 2000) qui
permet de réduire la filtration glomérulaire du rétinol par sa haute masse moléculaire (55kD)
et d’augmenter I'affinité de RBP pour le rétinol (Bellovino et al. 2003). Au niveau de la cellule
cible, le rétinol serait capté grace a une interaction de la RBP avec un récepteur membranaire
récemment découvert STRA6 (Kawaguchi et al. 2007). Une fois dans le cytoplasme, le rétinol
est pris en charge par une protéine de transport cytoplasmique, la CRBP (Cellular Retinol
Binding Protein).

N

Le flux de rétinol libéré par le foie est trés finement régulé de maniére a maintenir une
concentration de rétinol dans le plasma de 1 a 2umol/1 (AFSSA 2001). On trouve également
de I’AR a une concentration équivalente a environ 1% de celle du rétinol circulant. Au-dela
des besoins immédiats, la vitamine A alimentaire permet de constituer des réserves
hépatiques qui seront utilisées au cours des périodes d’apports insuffisants (Ross 2003)
(Figure 2).

11



Donneées bibliographiques

- : : INTESTINAL
i arecanotas 'V R corotenets, 15 MUCOSA |
— ‘ G ENTEROCYTE

e e
R SR REHs i Apa-Retinol e
S
1 - - - u LpL ARAT 1
Vitamin A (Retinoid) I 7
M i — RN —
CE scade ./'.‘/ Retinyl-aster REP

Rati nalda hpdraductsse

Chylamierans

( crasp ) -
HEPATOCYTE TR CYRz5
AFDE Retinoic Retimoic ackd

Retiny l=ostor Aeid —] bactiviled

| .
1 RalDH AA
Retinol- BLOOD/CSF —

1
CRBP2 Retinal-rLer
’ 1
RolDM
Retinol-

A Retinol-
R‘::{ttglrm_ RBP4-TTR CREP2
- REP2 I .. Nucieus .~

[ sreware | | i
x CELL  \RAT Rets R L2 Eytoplasm
I | Retinyl-estar APDE I

. } BRAIN
CELLS

{wtore 3

Figure 2 : Métabolisme général de la vitamine A d’aprés Goodman (2006).

2.2 Devenir du rétinol dans la cellule cible

Dans la cellule cible, le rétinol va principalement étre transformé en acide rétinoique,
métabolite actif de la vitamine A (Napoli 1996). 11 a été décrit des voies cytosoliques et
microsomales dans les processus d’oxydation du rétinol en acide rétinoique (AR) (Figure 3).
Cette oxydation est un processus enzymatique en deux étapes dont le rétinal est le
métabolite intermédiaire, la premiere oxydation étant réversible et la deuxiéme irréversible.
Dans le cytoplasme, la formation du composé intermédiaire, le rétinal, peut étre catalysée
par des alcools déshydrogénases (ADH) (Boleda et al. 1993; Yang et al. 1994; Ross et al. 2001).
Les enzymes impliquées dans cette premiére étape de synthese de I’AR ne sont pas encore
toutes bien définies et il existe de nombreux candidats. Des études réalisées chez la souris
révelent des roles physiologiques des ADHI1 et ADH4 (Duester et al. 2003). Une voie
microsomale de métabolisation du rétinol en rétinaldéhyde a également été mise en
évidence, suite a une étude menée chez des souris « knock out » pour I’ADH, qui étaient
toujours capables de synthétiser du rétinal a partir du rétinol (Napoli et al. 1992). Le rétinol lié
a la protéine de liaison cytosolique CRBP est un substrat pour deux déshydrogénases
microsomales RoDH1 ou RDH1 et RoDH2 ou RDH2 (Napoli 1999; Napoli 1999).
Le rétinal peut ensuite étre converti de maniere irréversible en AR par des aldéhydes
déshydrogénases (ALDH) cytosoliques (Chen et al. 1994). Par la suite, certaines ALDH ont été
identifiées comme étant spécifiques du rétinal (McCaffery et al. 1994; Zhao et al. 1996) et ont
été renommées RALDH. Ainsi, des études in vivo montrent que les RALDH1 et RALDH?2
seraient impliquées dans la synthese d’AR (Duester et al. 2003). Alors que les ADH sont
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ubiquitaires, les ALDH sont beaucoup plus localisées, et sont les enzymes clés qui
déterminent les lieux de synthese de I’AR (Duester 2000). Par ailleurs, il a été montré que
certaines isoformes microsomales des cytochromes P450 humains peuvent oxyder le rétinal
en AR (Zhang et al. 2000). Ce métabolite peut ensuite étre soit pris en charge dans une cellule
cible par une protéine de transport la CRABP (Cellular Retinoic Acid Binding Protein), soit
dégradé par la CYP26 qui appartient une famille de cytochromes P450 (Yamamoto et al. 2000)

2.3 Transport et métabolisme cérébral de la vitamine A

La vitamine A est connue depuis longtemps pour ses fonctions dans le développement du
systeme nerveux central, mais ce n’est que récemment que son role dans le cerveau adulte a
été identifié (pour revues voir Malik et al. 2000; Drager 2006; Maden 2006; McCaffery et al. 2006;
Maden 2007; Bremner et al. 2008).

2.3.1Transport vers le cerveau :

A ce jour, quelques données sont disponibles concernant le transport du rétinol a travers la
barriére hémato-encéphalique (BHE). Yamagata et al. (1993) ont identifié un transport
jusqu’au cerveau de I’AR injecté dans la cavité péritonéale. D’autres résultats obtenus dans
des conditions d’apports suffisants en vitamine A chez le rat, ont montré que 90% de I’AR
total du cerveau n’est pas synthétisé localement mais provient du pool circulant dans le
plasma (Kurlandsky et al. 1995). Par la suite, I'isomere AR tout-trans a été identifié comme
étant la forme la plus largement transportée du sang au cerveau par rapport aux deux autres
isoformes, I’AR 13-cis et '’AR 9-cis (Le Doze et al. 2000). Par ailleurs, il a été signalé la présence
d’AR au niveau cérébral, chez des rats carencés en vitamine A traités avec de I'AR,
I"hippocampe et le cortex contenant les proportions les plus importantes (Werner and Deluca
2002). L’origine de I’AR dans le cerveau semble donc largement exogene dans des situations
d’apports suffisants en vitamine A.

RBP-Retinol 3 Ratinol el
Jle_cnthme alcool ST Cytoplasme
rétinol acyl- e . . X
o fé éshydrogénases déshydrogenases
Rétinyl  trenstersse (ADH) (ALDH) cyP26
esters (LRAT) Acide Métabolites
(stockage) .—* Rétinol .—* Rétinal — " rétinoique polaires
(CRBP) (SDR) (P450)
Protéine déshydrogénases/ cytochrome
cellulaire réductases P450
de liaison a chaines courtes
du rétinol (a0x) |
aldéhyde L
oxydase ! Pacide rétinoique
Noyau

Figure 3 : Devenir du rétinol dans la cellule cible
D’apreés Parisotto et al. 2006.
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2.3.2 Métabolisme cérébral :

Bien que l'apport en AR au niveau cérébral soit largement exogene, le cerveau adulte
possede toute la machinerie nécessaire a la synthése de I’AR, a son transport et a son action
nucléaire (Zetterstrom et al. 1999; Lane et al. 2005).

L’identification de protéines de liaison des rétinoides et des enzymes impliquées dans la
biosyntheése de ’AR dans le cerveau adulte plaide en faveur d’'un métabolisme cérébral du
rétinol. En effet, la présence des protéines de transport CRBP et CRABP (Zetterstrom et al.
1994; Zetterstrom et al. 1999), des enzymes de conversion ADH1, ADH4 (Martinez et al. 2001)
et RALDH (McCaffery and Drager 1994) a été révélée dans certaines structures du cerveau
adulte telles que I'hippocampe et le striatum, zones particuliéerement impliquées dans les
processus mnésiques.

Outre la mise en évidence des enzymes intervenant dans le métabolisme de la vitamine A, le
cerveau adulte est capable de synthétiser de novo et ce de facon efficace de I’AR (Dev et al.
1993). Cette synthese d’AR a été révélée dans le cerveau de souris adulte et plus
particuliéerement dans le striatum, ou elle serait plus importante que dans 1'hippocampe
(McCaffery and Drager 1994). Cependant, I'équipe de Sakai et al., en 2004 a montré que I’AR est
synthétisé par la RALDH2 au niveau des méninges adjacentes a 1’hippocampe. Enfin, la
présence de rétinol et surtout des rétinyl esters (Tableau II), a pu étre mise en évidence dans
I"hippocampe de cerveau humain mature (Connor et al. 1997; Werner et al. 2002).

Tableau II : Taux de rétinoides dans différentes régions cérébrales chez la souris
D’apres Kane et al. 2005; Kane et al. 2008

Serumy/tissue RE(nmol/g) ROL (nmol/g)  RAL (pmol/g) At RA(pmol/g) 13 cis RA(pmol/g)
Serum 0.22 £0.02 0.81+ 0.04 322+6.2 1.9+04 1.2+0.3
Liver 562.6 +75.9 9.6+0.9 1609+ 14.3 961 3.6+0.6
Brain 0.84 +£0.16 0.68 £0.23 --- 77+09 42+13
Hippocampus 0.70 £0.05 0.30+0.03 - 84+12 7.8+0.8
Cortex 0.35+0.04 0.08 £ 0.01 --- 26+04 1.8+03
olfactory bulb  0.63 = 0.03 0.20 £0.02 ---

Thalamus 0.47 £0.06 0.20+£0.04 -

Cerebellum 0.73£0.10 0.42 +£0.08 - 10.7£0.3 3.0+0.8
Striatum 0.41 £ 0.08 0.21 £ 0.05 --- 153 +4.7 8.0+£22

RE : retinyl esters, ROL : retinol, RAL : retinaldhehyde, At RA : all trans retinoic acid, 13 cis RA : 13 cis retinoic

acid



Donneées bibliographiques

3. Mode d’action de 'acide rétinoique, métabolite actif de la vitamine A

Le mode d’action cellulaire de la vitamine A s’apparente a celui d'une hormone lipophile.
Pour rappel, deux principaux systemes hormonaux sont rencontrés dans les cellules : (1) les
hormones hydrophiles qui ne traversent pas la membrane cellulaire et se lient a des
récepteurs membranaires, déclenchant une cascade biochimique de second messagers, (2) les
hormones lipophiles, capables de traverser la membrane cellulaire qui vont agir directement
dans le noyau, en se liant a des récepteurs spécifiques. La présentation de ces récepteurs
nucléaires fait 1'objet de ce chapitre.

3.1 La superfamille des récepteurs nucléaires

N

Dans la cellule cible, l'acide rétinoique agit via des récepteurs appartenant a une
superfamille de récepteurs nucléaires et régule la transcription de génes cibles. Les
récepteurs nucléaires sont des protéines transrégulatrices qui se fixent généralement sous
forme de dimeres au niveau de sites spécifiques de I’ADN appelés éléments de réponse et
situés dans le promoteur du gene cible (Mangelsdorf et al. 1995; Evans 2005). 11 existe une forte
homologie de structure entre les membres de la superfamille des récepteurs nucléaires
(Novac and Heinzel 2004) qui comprend les récepteurs de différents ligands hydrophobes : les
hormones stéroidiennes, les hormones thyroidiennes, certains acides gras polyinsaturés
(DHA, ...) et eicosanoides, les dérivés de la vitamine D et ceux de la vitamine A (Figure 4).

On peut ainsi les regrouper en quatre sous familles en fonction du ligand, de la liaison a
I"’ADN et des propriétés de dimérisation (Olefsky 2001).

+ Les récepteurs des stéroides (récepteurs des glucocorticoides, des cestrogenes...)

+ Les récepteurs des rétinoides (RAR), des hormones thyroidiennes (TR) ou de certains
acides gras polyinsaturés et eicosanoides (PPAR) formant des hétérodimeres avec RXR

+ Les récepteurs homodimériques
+ Les récepteurs monomériques

Certains récepteurs de la superfamille n’ont pas de ligand connu a ce jour, c’est pourquoi ils
ont été regroupés sous le terme de récepteurs orphelins et appartiennent en général aux deux
dernieres sous familles (Enmark and Gustafsson 1996).

3.1.1 Structure :

Les récepteurs nucléaires ont dans leur structure protéique quatre domaines principaux
possédant divers degrés de conservation entre les différents membres de la superfamille
(Figure 5) :
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Figure 4 : Exemples de membres de la superfamille des récepteurs nucléaires.
D’apres (Olefsky 2001)

Abréviations : GR : récepteur des glucocorticoides; MR : récepteur des minéralocorticoides ; PR : récepteur de la progestérone; AR :
récepteur des androgenes ; ER : récepteur de l'cestrogene ; T3R : récepteur de la triiodothyronine ; RAR : récepteur de I’AR tout-trans;
VDR : récepteur de la vitamine D3 ; PPAR : récepteur des activateurs de prolifération peroxysomale ; ECR* : récepteur de 'ecdysone ;
FXR : récepteur des acides biliaires; CAR* : récepteur de 'androstane ; LXR* : récepteur de 'oxystérol ; PXR/SXR* : récepteur des
xénobiotiques ; RXR : récepteur de 'acide 9-cis rétinoique ; divers récepteurs orphelins dont ERR : récepteur apparenté au récepteur de
U'cestrogene ; HNF-4 : facteur nucléaire mis en évidence dans I'hépatocyte ; TR2 : récepteur testiculaire.

e Anciens récepteurs orphelins dont les ligands ont été identifiés récemment

<3 Le domaine A/B: ce domaine, impliqué dans la transactivation de

maniere indépendante du ligand, est faiblement conservé et correspond a I'extrémité -NH2
de la protéine codée.

3 Le domaine C : ce domaine de liaison a ’ADN avec deux motifs en doigt
de zinc, montre un fort degré d’homologie entre les différents membres de la superfamille.
Ce domaine participe aussi a la dimérisation des récepteurs.
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R Le domaine D : cette région charniere entre les domaines C et E permet
la réalisation de différentes configurations fonctionnelles. Elle pourrait étre impliquée dans
la localisation nucléaire des récepteurs.

3 Le domaine E: ce domaine carboxy-terminal permet la fixation du
ligand et joue un rdle aussi dans la dimérisation et la régulation de la transcription
indépendante du ligand.

(=3 Le domaine F : certains membres de la superfamille, et c’est le cas des
RARs, des récepteurs des oestrogenes et de ceux des hormones thyroidiennes, possédent en
plus un domaine F, domaine variable de la région C-terminale (O'Malley 1990).

- ~\

c Cc c c

( \zn / \Zn /
P-Box D-Baox

7N N

Transcriptional 1 DNA binding ' Flexibility . Ligand binding Additional

activation AF-1 | Dimerisation | NL§ - | Dimerisaticn ! transcriptional activation
Coregulator | | Transcriptional Activation AF-2 | Absant in some
recruitment : 1 Coregulator recruitment nuclear receptors

Figure 5 : Architecture des récepteurs nucléaires.

D’aprés Novac et Heinzel, (2004)

3.1.2 Les éléments de réponse

N

Les récepteurs nucléaires, protéines liées a leur ligand, sont capables de se fixer
généralement sous forme de dimeres au niveau de séquences spécifiques de I’ADN appelées
éléments de réponse aux hormones (HRE : Hormone Response Element) situées en amont du
gene cible et de moduler en tant que facteurs de transcription 1'expression de ces genes
(Fuller 1991; Lazar 2003). 1l existe différents HRE spécifiques du récepteur responsable de
'activation de la transcription (par exemple RARE pour Retinoic Acid Response Element,
PPRE pour Peroxisome Proliferator Response Element, TRE pour Thyroid Response
Element). La meilleure activité transcriptionelle sur ces éléments de réponse est obtenue par
la liaison d’hétérodimeres, formés de deux types de récepteurs. Les RXRs dont le ligand est
I’AR 9-cis sont le partenaire d’hétérodimérisation le plus commun (Chin et al. 1997; Rastinejad
2001; Chambon 2005). Ils constituent des coactivateurs de nombreux récepteurs nucléaires
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dont les RARs, les TRs, ou encore les PPARs et jouent ainsi un role central dans la régulation
de I'expression génique.

Les travaux de recherche de ces derniéres années ont montré que les récepteurs nucléaires
sont au centre d'un systéme complexe de régulation, et que la fixation du ligand n’est pas
toujours suffisante pour que le récepteur induise I'expression d’un gene (Katzenellenbogen et
al. 1996). Le récepteur doit alors interagir, soit directement, soit indirectement avec la
"machinerie" de transcription pour induire I'expression du gene cible. Des protéines appelées
cofacteurs de transcription régulent l'activité transcriptionelle de ces récepteurs, leur
permettant soit d’activer (coactivateurs), soit de réprimer (corépresseurs) I'expression d'un
gene (Perissi and Rosenfeld 2005). Le nombre connu de cofacteurs ne cesse d’augmenter ce qui
souligne la complexité de leur mode d'action avec les récepteurs nucléaires (Freedman 1999;
Freedman 1999; Freedman 1999). La capacité de ces cofacteurs a interagir avec plusieurs
récepteurs leur confére un role central dans l'intégration des signaux hormonaux, d’autant
plus qu’ils sont présents en quantité limitée dans la cellule. Klein et al. (2000) montrent, avec
I'exemple des récepteurs de I'’AR, que le recrutement des corégulateurs peut varier et serait
dépendant de la nature des ligands.

L’activation des récepteurs nucléaires passe par 1'action de ces cofacteurs (Figure 6). Dans
une premieére étape, la fixation du ligand sur son récepteur provoque un changement de
conformation de ce dernier permettant une activité transcriptionelle basale apres le relargage
des corépresseurs. Dans une deuxieme étape, les coactivateurs de transcription peuvent se
fixer sur I'hétérodimere, créant ainsi un "pont" entre ces récepteurs et le complexe de
transcription, ce qui entraine une expression maximale du gene (Lefebure et al. 2005; Perissi
and Rosenfeld 2005).

18



Donneées bibliographiques

APORECEPTEURS

inhibition de la

i machinerie
crepresseur transcriptionnelle

'@@

de la désacétylation
chromatine HDAG q8pf_Pol 1)

remodelage

éléments de
réponse ‘ . ‘ ' '
chromatine
condensée
HOLORECEPTEURS
recrutement de la
machinerie
transcriptionnelle
v - .
vv-\ Transcription
Ligands remodelage ) ) 'ﬁ®
de la acetylation S
chromatine HAC OGD
éléments de
réponse . . ‘ ‘ '
chromatine
ouverte

Figure 6 : Mécanismes de régulation de la transcription par les récepteurs nucléaires.

En absence de ligand, les récepteurs nucléaires ou aporécepteurs (LBD libre) sont associés a des complexes de
corépresseurs, recrutant des protéines ayant une activité histone désacétylase. La désacétylation des histones
entraine une compaction de la chromatine, conduisant a une répression transcriptionnelle. La fixation du ligand
entraine une libération des corépresseurs, un recrutement de coactivateurs sur ces holorécepteurs (LBD occupé) et
une décompaction de la chromatine, permettant l’activation de la transcription. HDAC : histones désacétylases ;
HAC : histones acétyltransférases ; Pol Il : ARN polymerase II ; TBP : TATA binding factor ; TAF : TBP associating
factor ; GTF: general transcription factors.

3.2 Les récepteurs nucléaires de l'acide rétinoique

Nos connaissances sur le mode d’action de la vitamine A ont été fondamentalement
marquées par la découverte de ses récepteurs nucléaires ((Giguere et al. 1957); (Petkovich et al.
1987)) et la mise en évidence de leur action en tant que facteurs de transcription, dans le
controle de l'expression de génes (Chambon 1996). Aujourd’hui, de nombreux travaux
cherchent a préciser les mécanismes d’intervention des rétinoides dans la signalisation
cellulaire et a mieux définir, en particulier, le role de leurs récepteurs dans la transcription
génique (Bastien and Rochette-Egly 2004).

3.2.1 Les différents récepteurs

Il existe deux types de récepteurs de l'acide rétinoique. Le premier type comprend les
récepteurs RAR (Retinoic Acid Receptor) qui présentent une forte affinité pour l'acide tout-
trans rétinoique (Ishikawa et al. 1990; Yang et al. 1991; Germain et al. 2006). Le deuxieme type
comprend les RXR (Retinoid X Receptor) dont l'affinité est élevée pour l'acide 9-cis
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rétinoique, mais plus faible pour I’AR tout-trans (Heyman et al. 1992; Levin et al. 1992; Germain
et al. 2006). La masse moléculaire de ces récepteurs est d’environ 50 kDa. Chacun d’eux
présente trois isoformes, différenciées au niveau des domaines A et F, mais similaires pour
les autres domaines. Ces isoformes sont RAR a p y et RXR a B y (Chambon 1996). Ces
récepteurs de I’AR agissent comme facteurs de transcription, s’associant sous forme
d’homodimeres de RXR ou d’hétérodimeres RAR-RXR.

3.2.2 Régulation de la voie d'action

La concentration cellulaire en AR détermine le niveau d’expression de certains génes
notamment ceux codant pour ses propres récepteurs : on parle dans ce cas d’autorégulation.
C’est le cas des trois isoformes de RXRs (Wan 1993; Wan et al. 1994). En ce qui concerne les
RAREs, plusieurs études réalisées chez des animaux carencés en vitamine A ont montré une
diminution de I'expression de RAR[, sa réinduction aprés 'administration d’AR et aucune
modification de I'expression des autres isoformes RARa et RARYy (Kato et al. 1992). Il semble
en effet que ces deux derniéres isoformes soient peu sensibles a 1'administration d’AR tout
trans et ne s’exprime qu’'en présence d'une forte concentration de cet acide. Ainsi,
I'expression de RARP est autorégulée, un RARE ayant été découvert dans sa séquence
promotrice (de The et al. 1990). D’autres études ont confirmé in vivo ce phénomene
d’autorégulation des récepteurs RARP (Enderlin et al. 2000; Husson et al. 2004).

3.2.3 Hétérodimeérisation

Le récepteur RXR, considéré comme le partenairenaemmajeur de dimérisation avec les
autres membres de la famille des récepteurs nuetmiue un réle central dans la régulation
génique. Cette hétérodimérisation permet une idtieraentre différentes voies hormonales.
Les hétérodimeres TR/RXR et RAR/RXR sont les ppagk médiateurs de l'action
transactivatrice de la triiodothyronine (T3) etlthR (Glass 1994; Schrader and Carlberg
1994; Chambon 2005). Ainsi, les propriétés d’hétérodimérisation desRR¥endent la voie
des rétinoides indissociable au plan fonctionnauttes voies comme celle des hormones
thyroidiennes ce qui rend complexe la compréhersdésnphénomeénes impliquant la voie de
signalisation des rétinoides. Ces réseaux de sgtiah nucléaire s’organisent en fonction de
nombreux facteurs cellulaires et selon la natusegdmes cibles.

3.2.4 Distribution tissulaire et cérébrale des récepteurs nucléaires de
l'acide rétinoique

Différents travaux ont permis de préciser la répartition des récepteurs nucléaires des
rétinoides (RAR, RXR) dans le cerveau adulte (Tableau III). Les techniques
d’immunorévélation révelent un taux élevé de ces récepteurs, chez le rat et la souris, dans le
striatum, ot les isoformes RARP et RXRy sont les plus abondantes (Krezel et al. 1999;
Zetterstrom et al. 1999; Moreno et al. 2004). Yamagata et al. en 1993 ont montré que l'isoforme
RARP est la plus exprimée dans le cerveau mature de rat, principalement dans le cortex
cérébral, le cervelet et le striatum et est présente a des taux tres bas dans I'hippocampe. Par la
suite, les transcrits de I'isoforme RARP ont été détectés dans I'hippocampe (Chiang et al. 1998;
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Etchamendy et al. 2001). Néanmoins, dans cette structure, les récepteurs RARa, RARy et RXR[3
ont été majoritairement identifiés (Krezel et al. 1999; Moreno et al. 2004).

Il est a noter que la localisation de ces protéines n’est pas toujours corrélée avec la
distribution des transcrits correspondants, données révélées par une technique d’hybridation
in situ (Krezel et al. 1999). Ceci suggere une régulation post-transcriptionelle de ces
récepteurs, qui contribue a leur localisation spécifique dans le cerveau.

Tableau III : Répartition des récepteurs de I'acide rétinoique dans le systeme nerveux central.
D’apres (Lane and Bailey 2005).

Location of retinoid binding proteins and receptors in the adult CNS*

Protein Adult location

CRBP-1 Dendritic layers of hippocampus and hippocampal nuclei, dentate gyrus, layer five cortical neurones, walls of cerebral
blood vessels, meninges, choroid plexus, ependymal cells, tanocytes, glial elements, neurones in glomerular layer
of the olfactory bulb, medial amygdaloid nucleus, and hypothalamic nuclei (Zetterstrom et al., 1994, 1999)

CRABF-I Striatum, glomerular layer and inner granular layer of the olfactery bulb, olfactory nerve, cells clustered near
hypothalamus (Zetterstrom ct al., 1994, 1999)

RAR« Olfactory bulb, particularly the glomerular layer, tenia tecta, indusium griseum, cingulated, frontal and parietal

cortex, hippocampa!l fields CAl, 2 and 3. amygdaloid basolateral and lateral nuclei, thalamus, cerebellar lobules,
pons, pituitary, choroid plexus and laminae IV-X of the spinal cord (Krezel et al.. 1999)

RARP Caudate/putamen and both shell and core of nucleus accumbens, arcuate hypothalamus and dorsomedial hypothalamic
nucleus, solitary track and arza postrema and rostroventrolateral reticular nuclzus of the medulla oblongata,
and pitwitary gland (Krezel et al., 1999)

RARYy Low levels detected in most diencephalic and rhomhencephalic regions especially the hippocampns (Krezel ot al., 1999)
RXRa Low levels detected (Krezel et al., 1999)

RXRpP Ubiquiteus distribution but very little protein detected (Krezel et al.. 1999)

RXRv Caudate/putamen and shell and core of nucleus accumbens, hypothalamus, pituitary (Krezel et al., 1999)

* Table summarizes protein distribution of retinoid binding proteins and receptors. Gene expression data are not included.

3.3 Quelques génes cibles des rétinoides

De trés nombreux genes (plus de 500 connus a ce jour) voient leur niveau d’expression
régulé, directement ou non, par l'acide rétinoique (Balmer and Blomhoff 2002). Parmi eux
figurent de nombreux génes impliqués dans le développement embryonnaire, la vision, la
différenciation cellulaire, I'hématopoiese ou encore I'immunité... (Maden et al. 1998; Wagner
et al. 2002; Drager 2006). Ainsi, la liste des genes régulés par I’AR révele I'étendue de son
action et permet d’envisager des roles physiologiques tres larges (Tableau IV). Dans le
cerveau, un grand nombre de génes cibles de I’AR codent pour des protéines impliquées
dans des fonctions cérébrales majeures comme la plasticité synaptique (neurogranine et
neuromoduline), la croissance nerveuse (NGF, facteurs de croissance TrkA et TrkB), ou
encore la synthése de neurotransmetteurs (enzymes Acétylcholine transférase, Tyrosine
hydroxylase...). Des études menées in vitro ont également mis en évidence la régulation de
genes codant pour des protéines impliquées dans certaines pathologies neurodégénératives
telles que la maladie de Parkinson ou la maladie d”Alzheimer. On peut citer par exemple les
geénes codant pour les protéines Tau (MAPT), BACE, APP, PS1. La présence dans le
cerveau adulte des protéines impliquées dans le métabolisme et le systeme de
réponse de I’AR conforte 1'idée selon laquelle la vitamine A joue un role essentiel
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dans les fonctions cérébrales (McCaffery et al. 2006). Les récepteurs nucléaires de la
vitamine A présentent une distribution cérébrale spécifique et sont capables
d’induire la transcription de nombreux genes cibles qui interviennent dans des
processus primordiaux.

Tableau IV : Exemples de génes régulés par 1'acide rétinoique. D’aprés Lane et Bailey (2005)

Gene Effect of RA Cell system Assay
Retinoid-regulated neuronal genes®
Gene Effect of RA Cell system Assay
on expression
Trunsporters
Norepinephrine transporter T PC12, SCG mRNA, function
Vesteulur ACh transporter | PC12, SN56, mRNA
NGIOE
Vesiculur GABA transporter 1 P19 mRNA
Metabohic enzymes
Choline acetyliransferase” | PCI2, SN56 mRNA,
protein, activily
NGIOS-15, SCG
Tyrosine hydroxylase il S5CG mRENA, activily
Dopamine B-hydroxylase | 5CG Activity
Glotwmie acid decarboxylase 1 P19, NE-TC2 mRNA
ACh esterase T P14 mRNA
G-protein coupled receptors
Mu opioid receptor 141 SH-8Y5Y mRNA
Delta opioid receptor i NGHIS-15 mRNA
Kappa opioid receptor | P19 mRNA
5-HT, 4 receplor | SN-48 mRNA
Dopamine D2 receptor” | Striatum mBRNA, protein
Dapamine D2, D1, D5 meceptors T NTZ mRNA, function
lonotropic receptors
Nicotinie AChR alad B2 1 P19 mRNA, protein
NMDA receptor (NR1) | NCES-15 mRNA
Kumnate receptor (GluR6) T P14 mRNA
GABA, receptor v2 | P19 mRNA, function
lon transport proteins
K™ channel (Kir 2.1) | SH-8YSY. SK-N-BE mRNA, function
Na*/H* exchanger | P19 mRNA, aclivily
L-type Ca™ channel T NGIOE-15, NT2 mRNA, function
N-type Ca™ channel T NT2 mRNA, function
Cytoskeletal proteins
Neurofilament (-L.-M.-H) proteins 1 P19 mRNA, protein
Dystrophin-associated proteins T P14 mRNA
Tenuscin | SH-8Y3Y Protein
Integrin a/p 1 SH-SY5Y Protein
Intracellular signalling molecules
Phospholipase A2, C, D | LA-N-1 Activity
Arachidonic acid 1 SK-N-BE Actlivity
Neuromil mitrie oxide synthuse | SN36 mRNA, protein, activity
Tissue trunsglutaminase T SCG. SK-N-BE, Activily, mRNA
SH-5Y5Y
Neuromodulin (GAP 43) [ Striatum
Neurogranin (RC3)" | SK-N-BE. striatum mRNA
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Gene Eifect of RA “ell system Assay
0N expression

Neuron-specific enolase” | MN-115, PC12 mRMNA
Calbindin-D 28K | PC12, D2K3 mRNA, protein
Synapsins 1, 1L 111 | NT2 mRNA
Miscellaneous
Gonadotropin-releasing hormone” 147 GT1-1. hypothalamus mRNA
Oxylocin® ] MNeum2 A mENA
Trk AfTrk B | NE, P19 mRNA
Nerve growth factor | PCL2 mRMNA
Neural cell adhesion molecule | P19, LA-N-5 Protein
Presenilin | | SH-SY5Y mRNA
Presenilin 2 | P19 mRNA
Apolipoprowin E 1 NT2 mRNA
I

Amyloid protein precursor (APP)" P19, SH-SY5Y, mRNA, protein

PCI2, hippocampus

Microtubule-associated P19 mRNA
prolein tu (MAPT)"

II Vitamine A et vieillissement

L'augmentation du nombre de personnes agées en Europe (17% de la population générale en
2008, 30% en 2060) est un phénomeéne démographique majeur ayant pour conséquence
sanitaire un accroissement des maladies liées a 1'age.

Généralement plus lente et plus tardive que le déclin des autres fonctions physiologiques,
l'atteinte des fonctions cérébrales a des répercussions plus importantes (Lindeboom et al.
2004). C'est pourquoi l'identification des altérations neurobiologiques responsables des
déficits mnésiques du sujet agé constitue un objectif majeur des recherches actuelles sur le
vieillissement.

1. Hypoactivité de la voie de signalisation des rétinoides au cours de 1’age

Au niveau métabolique :

Les données générales concernant les conséquences du vieillissement sur le métabolisme des
nutriments et en particulier sur celui de la vitamine A sont plus descriptives qu’explicatives
(Russell 2000). Globalement, les études montrent une perturbation du métabolisme de la
vitamine A au cours du vieillissement et ceci malgré un stock hépatique important de rétinol
chez les sujets agés (van der Loo et al. 2004).

Cette augmentation des réserves hépatiques traduirait des perturbations métaboliques
(Hollander and Dadufalza 1990) qui expliqueraient la hausse du rétinol sérique observée chez
les personnes agées apres un repas (Borel et al. 1998).

Les données concernant l’évolution du taux de rétinol plasmatique au cours du
vieillissement sont contradictoires ; certains auteurs montrent que la concentration en rétinol
sérique varie peu avec 1'age (Hallfrisch et al. 1994, Dawson et al. 2000; Feart et al. 2005), pour
d’autres elle diminue (van der Loo et al. 2004) ou au contraire augmente (Johnson et al. 1992;
Hercberg et al. 1994; Borel et al. 1998; Borel et al. 1998). Par ailleurs, I'activité de certaines
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enzymes du métabolisme du rétinol est modifiée (Yamamoto et al. 2000) et le transport post-
prandial de la vitamine A de 'intestin vers le foie est retardé (Borel et al. 1998). Les capacités
du sujet agé a mobiliser ses réserves hépatiques de rétinol sont également fortement
affaiblies (Azais-Braesco et al. 1995). Enfin, il a été mis en évidence un déclin de la quantité de

rétinol au niveau du lobe frontal avec 1'age (Craft et al. 2004).

Au niveau nucléaire :

Les troubles métaboliques de la vitamine A au cours du vieillissement se traduisent par une
biodisponibilité réduite en AR entrainant une baisse du niveau d’activité de sa voie de
signalisation. Ainsi, une baisse de l'expression de certains récepteurs nucléaires de I’AR
(RARs, RXRs) a été observée dans le foie (Pallet et al. 1997) et dans le cerveau d’animaux agés
et plus particuliéerement dans la structure hippocampique (Enderlin et al. 1997; Etchamendy et
al. 2001). L’administration d’AR permet de rétablir un niveau d’expression des récepteurs
nucléaires comparable a celui mesuré chez des animaux jeunes, cette normalisation pouvant
étre bloquée par la co-administration d"un antagoniste des récepteurs RAR (Enderlin et al.
1997; Etchamendy et al. 2001; Feart et al. 2005). Par ailleurs, un étude menée chez 'Homme a
permis de mettre en évidence une diminution significative des RARy avec 1'dge dans les
cellules mononuclées du sang (PBMC pour Peripheral Blood Mononuclear Cells) (Feart et al.
2005).

2. Conséquences fonctionnelles sur la plasticité synaptique et la mémoire

Aujourd'hui, un ensemble de données de la littérature suggerent 1'existence d'un lien entre le
niveau d'activité de la voie de la vitamine A et les altérations de plasticité synaptique au
cours du vieillissement.

On entend par "plasticité synaptique", la capacité que possede une région cérébrale a
modifier son organisation synaptique, soit a la suite d'une lésion pour suppléer la déficience
introduite, soit a la suite de modifications des conditions extérieures (Meunier 1994). Les
modifications de la plasticité synaptique peuvent se traduire électrophysiologiquement par
les phénoménes "Hebbien" de potentialisation a long terme ou PLT et de dépression a long
terme ou DLT. La PLT peut étre définie comme une augmentation de l'efficacité de la
transmission synaptique induite par I'application d'un train de stimuli de haute fréquence
(revue dans Malenka 1994; Pasinelli et al. 1995). La DLT, elle, est définie par une limitation de
I'efficacité synaptique qui participerait a 1'élimination synaptique. Au plan biochimique, le
niveau d'expression des protéines RC3 (neurogranine) et GAP43 (neuromoduline) reconnues
comme étant de bons indicateurs de la plasticité synaptique permet également de
caractériser les modifications d'organisation synaptique. La régulation par I'AR de
l'expression des genes codant pour ces protéines a été montrée a plusieurs reprises in vivo
(Enderlin et al. 1997; Grummer et al. 2000; Etchamendy et al. 2001; Feart et al. 2005). Par ailleurs,
un élément de réponse a I'AR a été identifié dans le promoteur du gene codant pour RC3
(Iniguez et al. 1994).

Une étude réalisée chez des souris, dont les génes codant pour les récepteurs RARB et RARp-
RXRy ont été supprimés, a révélé une altération de la PLT dans I'hippocampe ainsi qu’un
déficit d’apprentissage spatial (Chiang et al. 1998). Des études menées in vivo chez des
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animaux agés font également apparaitre, que I'hypoexpression des récepteurs nucléaires des
rétinoides induit la baisse d’expression des protéines RC3 et GAP43 (ARNm et protéines),
traduisant ainsi un déficit de plasticité synaptique qui participe au déclin cognitif observé
chez I'animal 4gé. Une altération de la PLT a également été observée chez les animaux agés.
L'hypoexpression de RC3 et GAP43 est particulierement importante dans I'hippocampe,
structure du cerveau tres impliquée dans la mémoire relationnelle. Un traitement par I’AR,
métabolite actif des rétinoides, qui normalise 'expression des récepteurs nucléaires et des
genes cibles codant pour RC3 et GAP43, supprime presque totalement le déficit de PLT lié a
I'age ainsi que les déficits de mémoire relationnelle chez ces mémes animaux agés (Enderlin
et al. 1997; Etchamendy et al. 2001; Feart et al. 2005). Une supplémentation nutritionnelle
prolongée en vitamine A permet chez ces mémes animaux de prévenir des déficits
mnésiques caractéristiques du vieillissement, que ce soit en mémoire a long terme ou en
mémoire de travail (Mingaud et al. 2008). Des troubles spécifiques de mémoire de travail ont
également été observés chez des animaux mutés pour le gene RXRy ou ayant une mutation a
la fois sur le gene RARPB et RXRY (Wietrzych et al. 2005).

L’ensemble de ces données conforte 1'idée d'un role essentiel de la vitamine A dans
les processus neurobiologiques et cognitifs du cerveau adulte. Par ailleurs, nous avons
mis en évidence que I'hypoactivité de sa voie de signalisation participe aux altérations
mnésiques qui apparaissent au cours du vieillissement. Il est dans ce cas possible
d’envisager que certaines atteintes de la mémoire survenant avec 1’age appartiennent a
une catégorie de modifications fonctionnelles générées par une baisse de I’expression des
récepteurs nucléaires, associées au vieillissement, et susceptibles d’étre compensées par
I’administration d’un « traitement adapté ».

Une autre approche réalisée chez des animaux carencés en vitamine A permet de
mieux comprendre le role des rétinoides dans le cerveau adulte. Ce modéle de « KO
nutritionnel » permet de générer trés spécifiquement une baisse d’activité de la voie de
signalisation de la vitamine A comparable a celle observée chez les animaux agés.

3. Modéle nutritionnel de carence vitaminique A

La carence en vitamine A chez le rat ou la souris s’accompagne dans le cerveau, d'une
diminution de l'expression des récepteurs RARP et RXRPy. Cette diminution qui a
également été observée dans l'hippocampe et le striatum est normalisée suite a une
administration d'AR (Enderlin et al. 2000; Etchamendy et al. 2003; Husson et al. 2003; Husson et

al. 2004).

3.1 Conséquences fonctionnelles sur la plasticité cérébrale et la mémoire

Plusieurs données ont mis en évidence des modifications de la plasticité synaptique chez
’animal carencé en vitamine A. Des souris carencées pendant 12 semaines développent des
troubles de la PLT. Ces atteintes sont corrigées par la prise d'une alimentation supplémentée
en vitamine A (Misner et al. 2001).
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L’induction dirigée (carence en vitamine A) d"une hypoexpression de la voie de signalisation
des rétinoides comparable a celle qui préexiste chez 'animal agé entraine, dans le cerveau
entier et I'hippocampe des animaux adultes, une hypoexpression de RC3 et les mémes
déficits cognitifs que ceux liés au vieillissement (Enderlin et al. 2000; Etchamendy et al. 2003;
Husson et al. 2003). Ainsi, les variations de teneurs en certaines protéines, consécutives a
I'hypoactivité de la voie des rétinoides, telles que celles observées chez 1’animal agé ou
I'animal carencé en vitamine A, pourraient étre a 1'origine d’altérations neurobiologiques
associées au vieillissement mnésique. Cependant, contrairement a ce qui a été observé chez
les animaux agés, la réactivation partielle de cette voie de signalisation par I'administration
de son ligand ne permet pas de récupération fonctionnelle chez les animaux carencés. Nous
avons mis en évidence que le statut thyroidien, également altéré chez les animaux carencés
en vitamine A serait dans ce cas un facteur limitant de la fonctionnalité de la vitamine A
(Husson et al. 2003).

Une autre étude a mis en évidence que la carence en vitamine A chez le rat entraine des
altérations de mneurogenése hippocampique associées a l'apparition de déficits
d’apprentissage et de mémoire spatiale révélés en piscine de Morris, déficits qui
disparaissent apres le traitement par 1’AR (Bonnet et al. 2008). La neurogenese
hippocampique est une nouvelle forme de plasticité cérébrale impliquée dans les fonctions
mnésiques (Schinder et al. 2004; Snyder et al. 2005, Aimone et al. 2006, Leuner et al. 2006,
Kitabatake et al. 2007). Ce phénomene peut étre brievement défini comme l'ensemble des
processus qui conduisent a l'intégration fonctionnelle de nouveaux neurones dans les
circuits cérébraux. Plusieurs études in vitro ont montré que I’AR intervient dans différentes
étapes de cette neurogenese (Iohl et al. 1998; Takahashi et al. 1999; Wang et al. 2005; Jacobs et al.
2006). L’ AR favoriserait la formation et la croissance des dendrites (Wu et al. 1998; Corcoran et
al. 1999). Un traitement des cellules souches hippocampiques de rats par I’AR, induit leur
différenciation en neurones et s’accompagne d’une augmentation de l'expression de
récepteurs aux neurotrophines tels que le TrKA, TrKB et le P7SNTR (Takahashi et al. 1999),
neurotrophines qui induisent la croissance neuritique de cellules hippocampiques (Labelle
and Leclerc 2000).

Des résultats similaires ont été obtenus par d'autres auteurs qui ont montré que des déficits
d’apprentissage et de mémoire spatiale associés a une carence vitaminique A sont corrigés
par une supplémentation en vitamine A (Cocco et al. 2002).

Conclusion

Un ensemble de données soulignent l'importance de la baisse d’activité de I'action cellulaire
de la vitamine A dans les altérations de la plasticité cérébrale et des performances
mnésiques au cours du vieillissement. Cette relation a été renforcée par les données obtenues
sur un modéle nutritionnel de carence en vitamine A. Ce modele d’hypoactivité de la voie de
signalisation des rétinoides induit des perturbations du fonctionnement cérébral notamment
une altération de la plasticité cérébrale (plasticité synaptique et neurogeneése) ainsi que des
déficits d’apprentissage et de mémoire comparables a ceux observés au cours du
vieillissement cérébral. Des données plus récentes suggerent aussi limplication des
rétinoides dans le vieillissement pathologique notamment dans « l'étiologie » de la maladie
d’Alzheimer. L’ensemble de ces arguments sera décrit dans le chapitre suivant aprés une
présentation non exhaustive de cette maladie.

26



Donneées bibliographiques
III Rétinoides et processus neurodégénératifs : liens avec la MA

1. La maladie d’Alzheimer (MA)

Au début du 20eme siecle, la démence du sujet agé était considérée par la majorité des
psychiatres comme liée a I'usure normale du temps. Un médecin allemand, Alois Alzheimer,
exposa en 1906 au cours d’une conférence le cas clinique d’une de ses patientes de 51 ans,
Auguste D., souffrant d"une altération progressive de ses capacités de compréhension et de
mémoire, d’hallucinations, de confusion mentale et d'une inaptitude psychosociale
(Alzheimer 1906, Maurer et al. 1997). A 'examen post-mortem, le cerveau de cette patiente a
révélé deux types de lésions corticales: des enchevétrements de fibrilles intracellulaires
nommées dégénérescences neurofibrillaires et des «petits foyers caractérisés par
I"accumulation d’une substance particuliere » nommés depuis plaques amyloides (Glenner et
al. 1984; Masters et al. 1985).

Aujourd’hui, cette maladie se définit comme une affection dégénérative du cerveau qui
associe des troubles prédominants de la mémoire, des troubles cognitifs et/ou du
comportement ayant un retentissement sur la vie quotidienne des patients. En effet, elle
conduit a une perte de l'autonomie et des fonctions intellectuelles plongeant les patients
dans l'isolement. Cette démence dont 1'étiologie est encore mal connue, est associée a des
lésions histologiques caractéristiques qui la définissent : les plaques amyloides (pathologie
APB) (Masters and Beyreuther 1987, Glenner 1989) et les dégénérescences neurofibrillaires
(pathologie Tau) (Wischik et al. 1988).

1.1 Données épidémiologiques

La Maladie d’Alzheimer (MA) est la pathologie neurodégénérative la plus fréquente. Elle
affecterait plus de 25 millions de personnes dans le monde (dont la moitié dans les pays
occidentaux ou I’dge moyen de la population est élevé) avec 4.6 millions de nouveaux cas
chaque année (Ferri et al. 2005). En France, en 2007, on estimait a 860 000 personnes le nombre
de personnes atteintes d’Alzheimer ou de maladies apparentées. Selon I'étude PAQUID, la
MA touche plus de femmes que d’hommes puisqu’au dela de 75 ans, les proportions sont de
13,2 % pour les hommes et de 20,5 % pour les femmes. Au-dela de 85 ans, la prévalence
s’accroit de maniére exponentielle avec une proportion de 25 % de sujets atteints (Ramaroson
et al. 2003). L'incidence s’éléve a 225 000 nouveaux cas par an en France et I'espérance de vie
apres l'apparition des symptomes est en moyenne de 8,5 ans. Le niveau de dépendance est
trés variable et actuellement 40 % des patients sont pris en charge dans une institution, ce qui
signifie que 60 % des sujets atteints restent a la charge des familles. L'enjeu majeur des
recherches actuelles est au minimum de retarder I’apparition de la pathologie de 5 ans ce qui
diminuerait de 50% le poids socio-économique de cette maladie.

1.2 Facteurs génétiques et environnementaux

La maladie d’Alzheimer est une affection polyfaate qui résulte de I'interaction entre un
terrain génétique et des facteurs de I'environnénfi@atz et al. 2006). L'implication des
genes dans la maladie d’Alzheimer est double :aljpert, il existe des formes monogéniques
exceptionnelles, caractérisées par un debut prdevemt 65 ans) et par I'atteinte d’un sujet
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sur deux a chaque génération (formes autosomiqaesnéntes) ; d’autre part, dans les
formes de loin les plus courantes dites sporadjqdes facteurs de risque génétique
(polymorphismes de I’ADN) constituent simplement «witerrain » génétique favorisant une
vulnérabilité a la maladi@Rossor et al. 1996; Chai 2007).

1.2.1 Les formes monogéniques a transmission mendélienne autosomique
dominante

Il s’agit de formes a début précoce, avant 65 ans, pour lesquelles des mutations ont été
caractérisées. Entre 1991 et 1995, trois génes responsables des formes familiales de la maladie
d’Alzheimer ont été identifiés. Il s’agit du gene de la protéine APP (Amyloid Precursor
Protein) situé sur le chromosome 21 dont les mutations concernent 15% de I’ensemble des
formes monogéniques (Tableau V), des genes de la préséniline 1 (PS1 sur le chromosome 14)
(Campion and Hannequin 2006) et de la préséniline 2 (PS2 sur le chromosome 1) qui
représentent 20 a 60 % des formes monogéniques (Hardy 1997; Price et al. 1998). Les
mutations sont a pénétrance compléte, ce qui signifie que les porteurs développent
inexorablement la maladie et ce autour de 55 ans en moyenne (Chai 2007).

Tableau V : Principales mutations identifiées pour I’APP

Mutation APP Modification Références
London mutation V7171 Goate et al. 1991
Indiana mutation V717F Murrell et al. 1991
Swedish mutation M671L Mullan et al. 1992
Artic mutation E693G Nilsberth et al. 2001
Duplication APP Rovelet-Lecrux et al. 2006

1.2.2  Les formes sporadiques

Elles représentent 99 % des cas et sont associées a des facteurs de risque dont plusieurs ont
été reconnus comme l'age, le sexe ou encore le style de vie, les prises médicamenteuses, et
I'alimentation (Dartigues et al. 2002).

L’dge et le sexe

L’age est le principal facteur de risque (Evans et al. 1989; Kukull and Bowen 2002) avec une
incidence qui double par tranche d’age de 5 ans au-dela de 65 ans (étude PAQUID 2003). Les
femmes ont également un risque plus élevé que les hommes de développer la maladie
particulierement apres 1'dge de 80 ans. Cette différence sexuelle pourrait s’expliquer par des
différences génétiques et hormonales notamment liées a la baisse du niveau d’cestrogenes
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avec l'age chez la femme ou simplement par la différence de longévité entre hommes et
femmes.

L’alléle de la protéine ApoE

Le gene de l'apolipoprotéine E (ApoE) se présente sous trois alleles majeurs dans la
population générale : €2, €3, e4. Les études de Roses (Roses 1994; Roses et al. 1994) ont montré
que les porteurs de l'allele &4 étaient surreprésentés dans la population des malades
Alzheimer puisqu'il passe de 5% a 20% environ. Ceci a été confirmé par de nombreuses
équipes (Corder et al. 1993; Rebeck et al. 1993; Saunders et al. 1993; Strittmatter et al. 1993).
L'allele ¢4 semble donc un facteur de risque de la MA.

Les antécédents familiaux

Plusieurs études ont mis en évidence un risque accru de MA chez les sujets ayant un parent
au premier degré atteint de cette pathologie. Le risque relatif a été estimé entre 2 et 4 par
rapport aux sujets n’ayant pas d’antécédents familiaux.

Les facteurs vasculaires

L’hypertension artérielle (Skoog et al. 1996, Launer et al. 2001), I'hypercholestérolémie
(Kivipelto et al. 2001) et les accidents vasculaires cérébraux (Henon et al. 1998; Desmond et al.
1999; Altieri et al. 2004) sont associés a un risque accru de démence. Le diabete majorerait
d’un facteur proche de 2 le risque de survenue de la maladie (Knopman et al. 2001; Xu et al.
2004). Le traitement de I'hypertension artérielle pourrait entrainer une réduction importante
de l'incidence de la maladie (Forette et al. 1998; Forette et al. 2002; Tzourio 2007). Une étude
récente réalisée par l'équipe de Roriz-Cruz et al. (2007) présentée lors de la conférence
internationale sur la MA (Chicago 2008) montre que les personnes atteintes du syndrome
métabolique (obésité abdominale, hypertension artérielle, hyperglycémie et haut niveau de
triglycérides) ont un risque augmenté de 35% de développer une démence.

Facteurs environnementaux

-Le niveau d’éducation et la stimulation cognitive

Il existe une association entre un niveau bas d’éducation et un risque accru de la MA
(Letenneur et al. 1999). Acquérir un haut niveau d’éducation pourrait différer la dégradation
des capacités intellectuelles en permettant des phénomeénes de compensation mnésique lors
du développement des symptomes habituels de la maladie.

Fabrigoule (2002) a également montré que la pratique d’activités comme le jardinage, les
voyages, le bricolage ou le tricot est également associé a un risque moindre de MA et de
démence en général. En effet, la nécessité de planifier les taches pourrait constituer un
entrainement et permettre au sujet de maintenir ses capacités et de retarder 1'apparition de la
démence. Ces données rejoignent les résultats d’études récentes qui ont mis en évidence que
la pratique de la marche ou du sport pourrait étre associé a un risque moindre de développer
une démence (Abbott et al. 2004; Podewils et al. 2005).
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-Statut matrimonial et environnement social

L’existence de liens entre risque de démence ou MA et statut matrimonial ou réseau social
ont été mis en évidence (Helmer et al. 1999). Les sujets célibataires ou vivant seuls ont un
risque double de développer une démence, comparés a ceux qui vivent en couple, et un
faible réseau social accroit également le risque de démence de 60 % (Helmer et al. 1999;
Fratiglioni et al. 2000). La stimulation cognitive, au sein du couple ou d'un réseau social plus
développé, protegerait, ou retarderait la phase clinique de la démence.

-Facteurs nutritionnels et hormonaux

Les données épidémiologiques actuelles sont en faveur d'un role protecteur de certains
nutriments dans la prévention du déclin cognitif (Luchsinger and Mayeux 2004). Des études
ont montré que des apports élevés en vitamine C, vitamine E, flavonoides, acides gras
polyinstaurés (consommation de poissons de la série n-3) ; des concentrations élevées de
vitamine B12 et folates ; et de faibles apports en graisses totales sont associés a une
diminution du risque de MA ou de déclin cognitif (Engelhart et al. 2002, Morris et al. 2002).
Une consommation modérée de vin pourrait également avoir un effet neuroprotecteur sur la
survenue d'une démence ou de la MA (Orgogozo et al. 1997). Le role antioxydant de certains
composants du vin, notamment les polyphénols (Singh et al. 2008) comme le resveratrol
protégerait de la MA (Barberger-Gateau et al. 2002; Luchsinger et al. 2004; Wang et al. 2006).
Enfin, concernant la vitamine A, peu d’études d’observations existent mais une plus faible
prévalence de la maladie serait observée chez des populations consommant des aliments a
forte teneur en vitamine A (Hendrie et al. 2001; Casadesus et al. 2007).

1.3 Les anomalies morphologiques

La maladie d’Alzheimer est caractérisée principalement par deux types de lésions: (i) les
plaques amyloides formées d"une accumulation progressive et irréversible d'un peptide de
40 ou 42 acides aminés, principalement le peptide AP140 ou AB142 (ii) les dégénérescences
neurofibrillaires provoquées par l'accumulation et I'hyperphosphorylation de la protéine
tau, protéine requise pour la polymérisation des microtubules (Nussbaum and Ellis 2003). Les
plaques amyloides qui sont observées au cours du vieillissement normal et les
dégénérescences neurofibrillaires qui sont parfois observées dans d’autres démences
dégénératives type Trisomie 21 ou dégénérescences fronto-temporales ne sont pas
spécifiques de la maladie d”Alzheimer (Delacourte et al. 2000; Buee et al. 2001; Lee et al. 2004;
Sergeant et al. 2005). C’est leur association chez un méme patient qui est caractéristique de la
MA. Cette concomitance conduit a la formation des plaques séniles qui seraient a I'origine de
pertes neuronales et synaptique graduelles dans le cerveau des patients, entrainant la perte
des fonctions associées aux régions cérébrales atteintes telles que les troubles progressifs de
la mémoire, du comportement, de la parole et des mouvements (Kawas 2003).

1.3.1 Les plagues amyloides

Le peptide AP, agent majoritaire constitutif des plaques amyloides, est un produit de la
dégradation de la protéine APP, I’Amyloid Precursor Protein (Glenner et al. 1984; Masters et
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al. 1985, Selkoe 2001). L’APP est une protéine transmembranaire exprimée de fagon
ubiquitaire dans 1'organisme jouant plusieurs roles physiologiques en particulier dans les
cellules du systeme nerveux central. Elle est exprimée majoritairement au niveau des
synapses neuronales et elle est connue pour jouer un roéle dans la croissance neuritique ainsi
que dans la formation des synapses (Kamal et al. 2000; Priller et al. 2006). Son expression est
augmentée pendant la différenciation neuronale et apres atteinte de l'intégrité neuronale.
Des roles dans la signalisation cellulaire, la potentialisation a long terme ou encore
I’adhésion cellulaire ont été également suggérés (voir pour revue Turner et al. 2003; Zheng et al.
2006). Les souris KO pour le géne APP sont viables et développent relativement peu de
signes phénotypiques associés (troubles de la PLT et perte de mémoire) sans aucune perte
neuronale générale (Zheng et al. 1995). Par ailleurs, les souris transgéniques surexprimant
I’APP présentent des troubles de la PLT (Chapman et al. 1999). Un autre role récemment
découvert est celui de I'implication de I’APP et de I’Af3 dans la régulation du métabolisme du
cholestérol et des sphingomyélines par un processus impliquant le clivage de I’APP (Grimm
et al. 2005). Cette protéine APP existe principalement sous trois formes provenant de
I'épissage alternatif de ' ARN messager : I'APP695 (majoritaire dans le cerveau), I’APP751 et
I’APP 770. Ces deux dernieres formes sont minoritaires mais possédent un domaine similaire
aux inhibiteurs de protéases de la famille Kunitz ne conduisant pas a la formation du peptide
Ap. Elles sont surexprimées au cours du vieillissement physiologique, de la trisomie 21 et de
la MA. L’augmentation du rapport APP770-751/APP695 serait un indicateur de la
progression de la MA (Johnson et al. 1990; Preece et al. 2004).

L’APP695 peut subir un clivage selon deux voies: la voie physiologique dite non
amyloidogénique (qui ne conduit pas a la formation du peptide A) et la voie pathologique
dite amyloidogénique qui conduit a la formation du peptide Af toxique constituant des
plaques séniles et des dépots diffus dits dépots amyloides (Figure 7).

La voie vhysiologique : la voie non amyloidogénique

Dans les conditions physiologiques, la protéine APP est d’abord clivée par 1'a sécrétase au
sein du fragment AP, ce clivage empéchant la formation de ce peptide. Plusieurs
métalloprotéases de la famille ADAMs (A Disintegrin And Metalloproteases), ADAMY (Koike
et al. 1999), ADAMI10 (Lammich et al. 1999) et TACE (Tumor necrosis factor a-Converting
Enzyme) (Buxbaum et al. 1998) seraient dotées de cette activité a-sécrétase. ADAMI0 est
actuellement considérée comme la meilleure candidate pour 'activité a-sécrétase neuronale
comme le reflete I'expression coordonnée et colocalisée des ARNm d’ADAM10 avec ceux
d’APP dans le cerveau (Marcinkiewicz et al. 2000) ou encore la prévention de I"apparition des
plaques lors de sa surexpression dans un modele de souris de la MA (Postina et al. 2004). Ce
premier clivage de I'’APP par I'a sécrétase entre Lys 16 et Leu 17, génére deux fragments : le
fragment N-terminal sAPPa aux propriétés neurotrophiques (Turner et al. 2003) et le
fragment membranaire C-terminal C83 (aCTF).

Le fragment C83 peut alors subir un clivage par la y-sécrétase qui donne deux nouveaux
fragments : le P3 aux propriétés encore inconnues et ’AICD facteur de transcription (von
Rotz et al. 2004; Slomnicki and Lesniak 2008). Cette y-sécrétase est un complexe multi-protéique
composé au minimum des présénilines, de la nicastrine, Aph-1 et Pen-2. Les présénilines
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(PS1 et PS2) et la nicastrine seraient responsables respectivement de l'activité y-
sécrétase(WWolfe et al. 1999; Li et al. 2000; Li et al. 2000) et de la reconnaissance du substrat grace
a la présence d'un long domaine extracellulaire. Aph-1 stabiliserait la préséniline dans le
complexe tandis que Pen-2 serait nécessaire au clivage endoprotéolytique des présénilines
qui confere I'activité catalytique y-sécrétase ainsi qu’a la maturation de la nicastrine (Steiner et
al. 2002; Takasugi et al. 2003).

La voie pathologique : la voie amyloidogénique

Selon cette voie, la protéine APP est clivée dans un premier temps par la B-sécrétase nommée
BACE conduisant a la synthese d"un fragment soluble le sAPPB plus court que le sAPPa et
d’un fragment C terminal C99 contenant la totalité du peptide AB. Ce fragment C99 subit un
second clivage par la y-sécrétase et libere le peptide A3 ou peptide amyloide dans le milieu
extracellulaire. On distingue de maniére simplifiée le peptide AP sous deux formes: la
forme longue de 42 acides aminés (A342) et la forme courte de 40 acides aminés (Af40). Dans
les formes familiales de maladie d'Alzheimer, il y a une surproduction de la forme AB42 qui
est plus neurotoxique, probablement du fait de sa localisation intracellulaire et de sa plus
grande capacité a s'agréger que I'AB40 (Haass et al. 1998; Yan and Wang 2007).

Plusieurs hypothéses existent décrivant les mécanismes par lesquels les peptides AP
pourraient induire une neurodégénérescence dans la MA (Crouch et al. 2008). Ainsi, les
peptides AP pourraient inhiber I'activité mitochondriale (Crouch et al. 2007), la transmission
synaptique (Walsh et al. 2002; Klyubin et al. 2005), le transport axonal (Wirths et al. 2006; Wirths
et al. 2007) ou encore en altérant I'intégrité membranaire (Tickler et al. 2005; Tickler et al. 2005)
ou en générant du stress oxydatif (Opazo et al. 2002). Des données récentes suggerent que ce
sont les oligomeres solubles d’AP qui seraient des effecteurs de la perte synaptique
hippocampique (Walsh et al. 2002; Shankar et al. 2007).

Dans les conditions normales, AP est dégradé par les peptidases IDE (insulin degrading
enzyme), neprylisine et par I’endotheline converting enzyme (Carson and Turner 2002). Leal et
al. (2006) montrent chez un modele transgénique de souris Tg2576 une augmentation
corticale des niveaux protéiques d'IDE qui est alors colocalisé avec les dépots Af.

Dans la MA, une surproduction du peptide amyloide associé a un déréglement de la balance
entre les deux voies est observée : la voie amyloidogénique est privilégiée.
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Figure 7 : La voie amyloidogénique et non amyloidogénique (d’apres Blennow et al. 2006)

1.3.2 Les dégénérescences neurofibrillaires :

Les DNF correspondent a une accumulation intraneuronale de fibrilles formées de filaments
trés caractéristiques appelés paires de filaments appariés en hélice ou PHF (paired helical
filaments)(Kidd 1963, Kosik et al. 1986; Wood et al. 1986). Ces PHF sont constituées d’agrégats
de protéines microtubulaires tau anormalement phosphorylées (Grundke-Iqbal et al. 1986;
Ihara et al. 1986; Flament et al. 1989; Greenberg et al. 1992, Delacourte et al. 2000).

Tau est une protéine axonale qui se lie aux microtubules a travers des domaines de liaison
spécifiques et permet 1'assemblage et la stabilisation du microtubule (Weingarten et al. 1975)
(Figure 8). Les protéines Tau régulent la stabilité des microtubules en fonction de leur état de
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phosphorylation, de nombreux résidus Sérine et Thréonine seraient présents sur la protéine
Tau, trente ont été identifiés en utilisant des anticorps monoclonaux anti-phospho tau
(Hasegawa et al. 1992; Morishima-Kawashima et al. 1995; Takahashi et al. 1995; Lovestone et al.
1997; Roder et al. 1997; Paudel et al. 1999). Six isoformes de protéines Tau ont été isolées des
PHF dans lesquelles des sites de phosphorylations ou des conformations non physiologiques
spécifiques ont été révélés par plusieurs anticorps tels qu'AP422, AT100, MC1, TG-3
(Tableau VI). L’hyperphosphorylation de Tau survenant dans la MA commence a I'intérieur
de la cellule, entraine la séquestration de tau normal et d’autres protéines associées aux
microtubules ce qui cause un désassemblage des microtubules et une déstabilisation du
cytosquelette. Le transport axonal est alors perturbé ce qui altére les fonctions neuronales et
synaptiques. Les protéines tau hyperphosphorylées vont ensuite s’agréger sous la forme de
filaments appariés en hélice (PHF) pour former des enchevétrements qui vont endommager
globalement toutes les fonctions neuronales (Delacourte et al. 2000; Hamdane et al. 2003).

Tableau VI : Sites de phosphorylations spécifiques des PHF retrouvés dans la MA

Anticorps Résidus phosphorylés ou conformation Références

AT100 Thr 212 + Ser 214 Mailliot et al. 1998
Delobel el al. 2002
Gotz et al. 2001

AP422 ou R145 Ser 422 Bussiére et al. 1998
Bennecib et al. 2000
Gotz et al. 2001

MC1 Epitope conformationnel ALZ50 Gotz et al. 2001
Whitman et al. 2001
Sharrani et al. 2006

TG3 ou M4 Thr 231 et Ser 235 Hamdane et al. 2003
Chen et al. 2005
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Figure 8 : La protéine Tau associée aux microtubules par les résidus thréonine (T) et serine
(S) soumis a I’action des kinases et phosphatases. (D’apres Blennow et al. 2006)

Chez le patient Alzheimer, les dégénérescence neurofibrillaires se déclinent en trois types de
lésions : (i) les dégénérescences neurofibrillaires dans le corps cellulaire des neurones, (ii) les
fibres tortueuses qui sont des prolongements nerveux courts (majoritairement des dendrites
mais aussi des axones) présents dans le neuropile et (iii) la couronne des plaques séniles
(Brion et al. 1985).

La plaque sénile appelée plaque neuritique par opposition a la plaque diffuse dite amyloide
constituée uniquement de dépots AP est une lésion extracellulaire composite constituée dans
son centre d'un dépot de peptide AP (majoritairement la forme longue APB42 neurotoxique)
issu de la protéine APP et en couronne de prolongements (issus principalement des
neurones) chargés en protéines tau (Figure 9). De trés nombreux composés comme
I’ Apolipoprotéine E et I’Apolipoprotéine D ou encore des microglies activées ont été décrits
au sein ou a proximité de la plaque sénile (Itagaki et al. 1989; Frautschy et al. 1998; Matsuoka et
al. 2001). ApoD serait colocalisée avec les plaques amyloides compactes dans le cortex
temporal de patients atteints de la MA (Desai et al. 2005). La présence de microglies activées
accompagnée de celle d’astrocytes serait due a la présence de dépots d’AP (Meda et al. 2001;
Rozemuller et al. 2005). Ce phénomene est caractéristique d'un processus inflammatoire, ces
deux monocytes ayant pour role la protection des neurones du SNC inaccessibles aux
cellules immunitaires classiques. Durant la neuroinflammation, ces cellules produisent des
radicaux libres attaquants ainsi les composantes cellulaires (protéines, ADN, ...) entrainant
la mort neuronale et liberent des molécules inflammatoires (Interleukines IL-1 et IL-6)
altérant la transmission synaptique (Walsh and Aisen 2004).
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Plaque sénile
La préparation a été mise en contact avec des ions argent, puis avec un révélateur photographique. Cette technique
révele les axones. La plaque sénile est délimitée par des tétes de fleche. Les fleches indiquent des axones dégénérés dans
la couronne de la plaque sénile. Barre = 20 pm.

Plaque sénile avec ses 2 principaux composants
A : Un échantillon de cortex cérébral provenant d'un patient affecté par la maladie d’Alzheimer a été mis en contact
avec un anticorps, révélé en marron et dirigé contre le peptide AP. Les fleches indiquent le coeur amyloide de la
plaque sénile.
B : Dans le méme échantillon, un anticorps anti-tau met en évidence la couronne de la plaque sénile constituée
d’axones dégénérés (cf image du haut). Le coeur amyloide n’est pas marqué par 1'anticorps (fleches) et apparait en
bleu.

Barre = 20 pm.
© Charles Duyckaerts. Laboratoire de Neuropathologie Escourolle, La Salpétriére, 2006.

Figure 9 : La plaque sénile (tiré du livre vert de la MA, 2006)
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1.3.3 Rapports chronologiques entre plagues amyloides et DNF

Un siecle apres la découverte d’Alois Alzheimer, la question de I'importance des plaques
amyloides par rapport aux dégénérescences neurofibrillaires (DNF) reste posée. Quelle
lésion est la cause, laquelle est la conséquence ? Il a été montré un lien direct entre DNF,
troubles cognitifs et symptomes associés a la MA (Delacourte 2001). Des données récentes
suggerent que les oligomeres solubles d’A y seraient également associés (Walsh et al. 2002;
Shankar et al. 2007).

Les dégénérescences neurofibrillaires ou DNF s’installent progressivement dans les
différentes aires cérébrales d'une maniére séquentielle et hiérarchisée. L’envahissement du
tissu cérébral s’effectue selon la séquence : région hippocampique (aires transentorhinale,
entorhinale, hippocampique) qui est la plus vulnérable du cerveau, puis extension dans le
cortex temporal (pole temporal, cortex temporal inférieur puis temporal moyen). A ce stade,
le processus dégénératif est encore infraclinique et peut le demeurer plusieurs dizaines
d’années. La phase clinique définie par I'apparition des symptomes survient avec 1'atteinte
des régions corticales associatives (temporal supérieur, cortex préfrontal et cortex pariétal).
En fin d’évolution, les 1ésions envahissent I'ensemble du cortex et de nombreux noyaux sous-
corticaux (Braak and Braak 1991; Braak et al. 2006). L’extension progressive des DNF induit une
perte neuronale et une atteinte des systemes de neurotransmetteurs observée dans plusieurs
noyaux sous-corticaux. C’est le cas en premier lieu du noyau basal de Meynert (baisse de
"acétylcholine) a l'origine de l'innervation cholinergique du cortex cérébral (Arnold et al.
1991). La déplétion de ce neuromédiateur a été a 1'origine de « I’hypothése cholinergique »,
hypothese qui fonde le traitement par des inhibiteurs centraux de l'acétylcholinestérase
(Akasofu et al. 2008; Pakaski and Kalman 2008; Sugimoto 2008). D’autres noyaux comme le locus
coeruleus (noradrénaline), les noyaux du raphé (sérotonine) et a un moindre degré la
substantia nigra (dopamine) sont atteints par les DNF. La topographie des DNF est un indice
de I’évolution de la pathologie de la région hippocampique vers les régions néo-corticales
(Delacourte and Buee 2000; Alafuzoff et al. 2008).
Concernant la pathologie amyloide, les plaques apparaissent d’abord dans le cortex, puis
dans I'hippocampe et enfin s’étend aux noyaux du diencéphale et au striatum (Thal et al.
2000; Thal et al. 2002; Alafuzoff et al. 2009). Six stades d’évolution de la MA au niveau
neuropathologique ont été décrits (Braak and Braak 1997), stades qui correspondent a une
progression de la pathologie au travers des différentes régions cérébrales. D’aprés les études
post mortem, la séquence pourrait étre la suivante : les premiéres lésions a apparaitre sont les
DNF de la région hippocampique. Des dépots diffus de peptide AP sont ensuite observés
dans le néocortex. Ils deviennent amyloides et provoquent une réaction microgliale et
I'apparition des fibres tortueuses, de la plaque sénile et des DNF. Les mécanismes de
compensation liés a la plasticité neuronale sont saturés ce qui entraine I'apparition les signes
cliniques (Jacobsen et al. 2006). Ces données montrent que les pathologies Af} et tau agissent
en synergie. Un certain nombre de données suggerent qu’Ap interagirait avec tau en
accélérant la formation des DNF (Zheng et al. 2002; Blurton-Jones and Laferla 2006). Les dépots
diffus de peptide AP ne provoquent pas a eux seuls de détérioration intellectuelle alors qu’il
existe un lien entre DNF et déficit cognitif (Bierer et al. 1995).
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1.3.4 L’atrophie cérébrale

L’atrophie cérébrale est la troisieme grande caractéristique de la MA observable chez tous les
patients atteints de la MA mais non suffisante pour établir le diagnostic.Chez ces patients, le
cerveau peut perdre 8 a 10% de son poids tous les 10 ans alors que chez les sujets sains cette
perte nest que de 2%. Dans la MA, I'atrophie siege de maniere précoce dans la région
temporale médiane et touche en particulier I'hippocampe, une structure du systéme
limbique impliquée dans la mémoire et la représentation spatiale, et s’accompagne d’une
dilatation des ventricules cérébraux et des sillons corticaux (Uylings and de Brabander 2002, de
Leon et al. 2004). L’hippocampe joue un role important dans le traitement et le stockage de la
mémoire a long terme. Chez des sujets a risque génétique mais sans signe clinique, la
rapidité d’évolution de I'atrophie dans cette région hippocampique reste un indice prédictif

d’évolution effective vers la maladie (Enzinger et al. 2005, Jagust et al. 2008; Oberg et al. 2008).

1.4 Les symptdmes, diagnostic et stades de la MA

Les symptomes associés a la MA sont caractérisés par des troubles cognitifs spécifiques ainsi
que des troubles comportementaux généralement contemporains aux troubles cognitifs. La
fonction cognitive la plus précocement touchée dans la MA est la mémoire épisodique
(Lowndes and Savage 2007) (oubli des souvenirs autobiographiques) puis la mémoire de
travail (difficulté a planifier et réaliser des taches multiples), et par la suite une amnésie
rétrograde (perte progressive des capacités de récupération des souvenirs anciens) qui isole
le patient de son environnement (Kawas 2003). La mémoire procédurale n’est altérée que
dans les stades avancés de la maladie. Ces troubles de la mémoire sont associés a des
troubles du langage ainsi qu’a une atteinte des fonctions exécutives (planification, réalisation
des gestes courants) qui ont un impact majeur sur ’autonomie du sujet (Perry and Hodges
1999; Mickes et al. 2007). Les symptOmes comportementaux représentent une des
manifestations majeures de la MA. Dans les formes modérées a tardive de la maladie, il est
observé des troubles émotionnels dont I’expression peut se manifester selon les individus sur
le mode dépressif ou au contraire euphorique. Par ailleurs, une agitation et une agressivité
excessive, signes d’anxiété, constituent des troubles du comportement fréquemment
retrouvés chez les patients atteints de la MA. Dans les stades les plus avancés de la maladie,
des troubles psychotiques tels que hallucinations, idées délirantes et troubles de
l'identification rendent tres difficile la fin de vie des patients.

Les différents stades de la démence peuvent étre évalués par les professionnels de santé a
I'aide d’une échelle de dégradation des capacités des patients. Il s’agit de la « Global
Deterioration Scale »(GDS) encore nommée échelle de Reisberg décrivant sept stades du
déclin cognitif dans la MA (Tableau VII).
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Tableau VII : Sept stades décrivant le déclin des capacités cognitives (Global
Deterioration Scale (DTS, échelle de Reisberg)

Stade 1 Pas de déficit Aucun probléme quotidien
cognitif

Stade 2 Déclin cognitif tres | Oubli de noms et emplacements d’objets
léger Difficultés a trouver des mots

Stade 3 Déclin cognitif Difficultés a aller dans de nouveaux lieux, a résoudre de
léger nouveaux problemes

Stade 4 Déclin cognitif Difficultés dans des tiches complexes (finances, planification)
modéré

Stade 5 Déclin cognitif Besoin d’assistance pour le choix des vétements, pour réaliser la
modérément sévere | toilette

Stade 6 Déclin cognitif Aide nécessaire pour s’habiller, pour la toilette
sévere

Stade 7 Déclin cognitif tres | Vocabulaire limité
sévére Incapacité a s’asseoir, 4 marcher, a sourire

1.5 Les modeéles d’études (et leurs limites)

C’est l'association des plaques amyloides et des dégénérescences neurofibrillaires chez un
méme patient qui est caractéristique de la MA, maladie éminemment complexe et
spécifiquement humaine pour laquelle il n’existe pas de modéle animal qui reproduise
complétement la pathologie humaine. Aujourd’hui, il existe de nombreux modeles de souris
transgéniques dans lesquels ont été introduits des genes humains sauvages ou mutés codant
pour des protéines impliquées dans la MA. On peut les regrouper en deux catégories :
les modeles de la pathologie amyloide d'une part et les modéles de la pathologie Tau d’autre
part.

Concernant la premiére catégorie, les premiers animaux transgéniques mis au point pour
modéliser la MA surexpriment le géne de I’ APP (Kawabata et al. 1991; Wirak et al. 1991; Games
et al. 1995). Par la suite, des croisements ont été réalisés entre des lignées surexprimant APP
et des lignées surexprimant PS1 ayant pour conséquence une accélération de l'apparition de
la pathologie amyloide avec une augmentation du ratio AP42/AB40 (Borchelt et al. 1996;
Borchelt et al. 1997; Holcomb et al. 1998; Chishti et al. 2001). Parallelement, la mise au point de
modeles transgéniques mutés au niveau de I’ApoE croisés avec des lignées surexprimant
APP montre que selon 'allele exprimé, la protéine ApoE peut avoir un role neuroprotecteur
(alleles €2 et €3) ou au contraire accélérer le phénomene de neurodégénérescence associé a la
MA (allele €4) (Holtzman et al. 2000; Lanz et al. 2003; Mann et al. 2004).
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Concernant les modeles de la pathologie Tau, la surexpression de l'isoforme humaine
sauvage chez la souris entraine une hyperphosphorylation de tau mais sans développement
de DNF (Gotz et al. 1995; Spittaels et al. 1999; Gotz et al. 2001). C’est pourquoi les chercheurs
ont mis au point des modéles animaux ot tau pathogene est exprimé. La lignée de souris
transgéniques P301L développe une pathologie neurofibrillaire progressive et une perte
neuronale associée (Gotz et al. 2001).

L’avance importante en matiére de modele de la MA est apportée par Oddo et ses
collaborateurs qui en 2003 ont développé un modeéle dit de « Laferla » illustrant de maniére
combinée la pathologie amyloide et la pathologie Tau (Oddo et al. 2003). Ces souris sont
triples transgéniques possédant les mutations de "’APP (Swedish), PS1 (M146V) et tau
(P301L). Ces animaux développent des plaques dans le néocortex (& environ 3 mois) puis
dans l'hippocampe a 1'dge de 6 mois. Les DNF apparaissent apres l'apparition de la
pathologie amyloide d’abord au niveau de I'hippocampe (a 12 mois) puis envahissent le
cortex. Les souris présentent également un dysfonctionnement synaptique incluant des
déficits de PLT, qui précede la formation des plaques et des DNF (Oddo et al. 2003). Cette
lignée est actuellement considérée comme celle simulant de la maniere la plus proche le
développement de la pathologie de la MA chez I’homme.

Les limites de ces modéles transgéniques soulevent 'idée de la nécessité de mettre au
point un modele qui prenne en compte les aspects environnementaux et en particulier
I’alimentation, facteur auquel 'individu est exposé tout au long de sa vie. Un ensemble de
données de la littérature plaide aujourd’hui en faveur de l'implication de la baisse de
biodisponibilité de la vitamine A dans ’apparition de 1a MA.

2. Hypofonctionnement de la voie des rétinoides et Maladie d’Alzheimer

2.1 Données épidémiologiques

Un ensemble de données de la littérature suggerent une modification du taux de rétinol
sérique chez les patients atteints de la MA. Une diminution a été observée chez les patients
présentant une démence (Gackowski et al. 2008) et plus spécifiquement chez les patients
atteints de la MA (Bourdel-Marchasson et al. 2001; Rinaldi et al. 2003).

Les recommandations nutritionnelles actuelles laissent supposer qu'un apport élevé en 3
carotene protegerait du déclin cognitif (Grodstein et al. 2007) notamment chez des personnes
possédant 'alléle €4 de la protéine ApoE (Gillette Guyonnet et al. 2007).

Ces données épidémiologiques sont confortées par des données génétiques qui renforcent
I'hypothese de I'implication des rétinoides dans 1'étiologie de la MA.

2.2 Données génétiques

Des études originales ont mis en évidence une colocalisation des genes impliqués dans la
MA avec ceux codant pour les récepteurs a '’AR (RARs et RXRs) et pour les protéines de
transport et de métabolisation des rétinoides (Goodman 2006). Parmi les loci
chromosomiques, ceux qui sont le plus associés a la MA sont le locus 10g23 et le locus 12q13
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(Nowotny et al. 2005; Liang et al. 2006, Lin et al. 2006). 11 a été montré des liens génétiques forts
entre RBP4 (protéine de transport du rétinol), CYP26A1 et CYP26C1 (enzymes d’inactivation
de I’AR) et le locus 10q23-3 (Bertram et al. 2000; Abraham et al. 2001; Ait-Ghezala et al. 2002)
d’une part et entre RARy, 5 des rétinaldéhydes déshydrogénases et le locus 12q13 d’autre
part. Ainsi, I'hypothese de cet auteur est que cette colocalisation génique suggererait un
cluster de génes activés en méme temps qui coordonnerait la régulation génétique ou
épigénétique par un mécanisme opéron-like appelé chromeron. Des mutations rares des
récepteurs aux rétinoides associés a une biodisponibilité affaiblie en acide rétinoique
pourrait déréguler des genes candidats de la MA présent dans le mode chromeron selon la
disponibilité en AR.

2.3 Données cellulaires et moléculaires

Une premiére étude a mis en évidence la présence de plaques amyloides dans les vaisseaux
cérébraux de rats soumis a une carence en vitamine A pendant un an (Corcoran et al. 2004).
Ces plaques sont consécutives a une diminution de I'expression des récepteurs RARa et de
I'enzyme « choline acétyl transférase » géne cible des rétinoides responsable de la synthese
d’Acétylcholine. Ces mémes auteurs ont mis en évidence post mortem une diminution de
I'expression du récepteur RARa dans les neurones et les vaisseaux méningés du néocortex
ainsi qu'une hypoexpression de la RALDH2 chez des patients atteints de la MA.

Par ailleurs, une étude in vitro suggeére que I’AR protege les neurones hippocampiques d"une
apoptose induite par le peptide amyloide 3 (Sahin et al. 2005).

Une derniére étude tres récente montre chez des souris transgéniques APP/PS1 qu’un
traitement par '’AR atténue d’une part le dépot de peptides AP dans le cortex frontal et
I"hippocampe et d’autre part diminue la phosphorylation des protéines Tau via l'inactivation
de la cdk5, principale kinase impliquée dans les DNF. L’ AR rétablit également les déficits de
mémoire et d’apprentissage spatial chez ces animaux et limite la perte neuronale associée a
une baisse de I'activation des microglies (Ding et al. 2008).

Ces données confortent 1’idée de I'implication des rétinoides dans 1’étiologie de la MA et
des études in vitro ont mis en évidence que l'expression d'un ensemble de genes
impliqués dans des processus conduisant a la MA est régulée par ’AR. Un élément de
réponse RARE a été identifié dans le promoteur d'un certain nombre d’entre eux
impliqués entre autres dans le processus amyloidogene et les dégénérescences
neurofibrillaires (Tableau VIII).

2.3.1Vitamine A et voie amyloidogénique

Des études in vitro ont mis en évidence que le géne codant pour la protéine précurseur du
peptide AP (APP) est régulé positivement par ’AR (Konig et al. 1991; Fukuchi et al. 1992;
Fahrenholz 2007). L’administration sous cutanée d’ AR pendant 10 jours chez des rats agés (22-
23mois) entraine une réduction de I'expression de la protéine APP dans I'hippocampe (Pan et
al. 1993). Chez des souris transgéniques APP/PS1, I’AR préviendrait la formation d”APP-
CTFs, produits du clivage d’APP par la BACE (Ding et al. 2008). L’ AR protegerait ainsi des
mécanismes de formation du peptide AP.
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D’autres données obtenues in vitro montrent que des enzymes clés de la voie
amyloidogénique BACE, PS1 et PS2 sont également régulées positivement par I’AR (Hong et
al. 1999; Satoh et al. 2000; Flood et al. 2004). Enfin ADAMI0, la sécrétase impliquée dans la voie
physiologique, posséde dans son promoteur un élément de réponse aux récepteurs de 'AR
(Prinzen et al. 2005).

Dans la cellule, le peptide AP peut étre dégradé par des enzymes assurant sa clairance.
L’Insulin Degrading Enzyme ou IDE, une métalloprotéase responsable de la dégradation de
l'insuline, est un candidat majeur de la dégradation de I’Ap cérébral (Song and Hersh 2005).
Cette protéine naturellement sécrétée par les neurones et la microglie clive les monomeres
AP40 et AP42 mais pas les oligomeres stables d'AP (Vekrellis et al. 2000). Chez les patients
atteints de la MA, une diminution des taux des ARNm et des protéines ainsi que de 'activité
catalytique d'IDE est observée (Miller et al. 1988; Perez et al. 2000; Cook et al. 2003; Zhao et al.
2004; Miners et al. 2008).

La présence d’'un marqueur lié¢ a IDE au niveau du locus 1023 fait de lui un geéne de
susceptibilité majeur de la MA sporadique. Ce locus 10923 porte également des genes liés au
métabolisme des rétinoides notamment la protéine RBP4 transporteur majeur du rétinol dans
le sérum ainsi que la protéine Cytochrome P26A1 qui controle directement Ila
biodisponibilité de I’AR en dégradant l'isoforme all-trans de ’AR. Dans des cultures de
neuroblastomes humains, I’AR activerait 1'expression d'IDE (Melino et al. 1996) ; un RARE a
été identifié dans la région promotrice du gene.

2.3.2Vitamine A et dégénérescences neurofibrillaires

L’AR apparait réguler positivement 1'expression de la protéine Tau. En effet, une étude
menée in vitro a révélé une augmentation du taux des ARNm et de la protéine de Tau
(Heicklen-Klein et al. 2000; Megiorni et al. 2005). L’ AR permettrait également d’augmenter le
niveau protéique de Tau de 32% dans un modele cellulaire SH-SY5Y (Jamsa et al. 2004). Chez
des souris transgéniques APP/PS1, un traitement par I’AR diminue I'activité de la cdk5,
principale kinase impliquée dans la phosphorylation de Tau (Ding et al. 2008).

2.3.3Protéines de liaison du rétinol associées a la MA

ApoD est une apoliprotéine membre de la famille des lipocalines. La majorité des protéines
de cette famille sont des transporteurs de petits ligands hydrophobes comme le cholestérol,
la progestérone ou encore l'acide arachidonique. ApoE, apolipoprotéine majeure du fluide
cérébrospinal, sert de transporteur principal des lipides dans le cerveau. Il a été montré
qu’ApoD et ApoE participaient en complément de RBP au transport du rétinol et des rétinyls
esters dans le cerveau (Norum and Blomhoff 1992; Boerwinkle et al. 1994, Goodman 2006)
notamment lorsque la concentration en rétinylesters devient trop importante. L’expression
d’ApoD est régulée positivement par 1I’AR in vitro (Lopez-Boado et al. 1996; Fagan et al. 2002).
Dans les cellules neuronales, la quantité d’ApoE constitutive est diminuée apres traitement
par I’AR (Harris et al. 2004) tandis que dans des cultures primaires d’astrocytes I’AR active la
sécrétion d’ ApoE (Cedazo-Minguez et al. 2001; Liang et al. 2004).

Chez les patients atteints de la MA, des niveaux importants d’ApoD ont été retrouvés dans le
liquide céphalorachidien, I"hippocampe et le cortex. ApoD serait colocalisée avec les plaques
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amyloides compactes dans le cortex temporal de patients atteints de la MA. Elle influencerait
I'agrégation du peptide AP ou faciliterait la phagocytose et le transport des fibrilles AP des
plaques vers le systeme vasculaire cérébral (Desai et al. 2005).

ApoE quant a elle joue un role clé dans la réparation neuronale en redistribuant les lipides
afin de régénérer les axones et les cellules de Schwann durant la myélinisation et la
remyélinisation. Selon I'isoforme, ApoE a des effets positifs (allele €2 et €3) ou négatifs (allele
e4) sur la croissance des neurites (Huang 2006), sur la mémoire (Raber et al. 1998; Buttini et al.
1999) ou encore sur l'affinité avec les protéines tau hyperphosphorylées présentes dans les
DNEF (Strittmatter et al. 1994; Tesseur et al. 2000) . De nombreuses données ont mis en évidence
un lien fort entre la présence de l'allele €4 et le risque de développer la MA (20% pour la
présence d'un seul alléle, 90% pour la présence de 2 alléles e4). L'ApoE &4, qui est le produit
de l'alléle €4, semble favoriser I'agrégation du peptide Af3 sous forme de plaques séniles
(Moir et al. 1999; Huang 2006).

L’ensemble de ces données obtenues in vitro plaident en faveur d'une relation entre des
dysfonctionnements de la voie de signalisation de la vitamine A et ceux de processus
biochimiques impliqués dans la MA.
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Tableau VIII : Récapitulatif de genes cibles de I’AR impliqués dans la MA

Geéne Régulation par I’AR Liens avec les Références
rétinoides
APP Positive mRNA in vitro Pas de RARE encore Konig et al. 1990; Fukuchi
trouvé et al. 1992; Fahrenholz 2007
BACE Positive mRNA dans Satoh and Kuroda 2000
neuroblastomes in vitro
PS1 Positive mRNA cellules Hong et al. 1999; Flood et
SH-SY5Y in vitro al. 2004
PS2 Positive mRNA in vitro Hong et al. 1999; Culvenor
et al. 2000
ADAMI10 | Positive mRNA in vitro RARE présent dans Prinzen et al. 2005, Holback
son promoteur et al. 2008
ApoD Positive mRNA via RARa | Transport rétinol Lopez-Boado et al. 1996
quand [retinyls esters]
fortes
ApoE Positive mRNA Protéine de transport | Liang et al. 2004
des rétinylesters
IDE Positive protéine in vitro Melino et al. 1996
dans neuroblastomes
humains
Tau Positive mRNA et Martin et al. 1995;

protéine in vitro

Heicklen-Klein et al. 2000;
Jamsa et al. 2004
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IV Objectifs du travail

Un ensemble des données de la littérature rapporte aujourd'hui 1'implication de la

baisse d'activité de la voie de signalisation de la vitamine A dans la genése des altérations de
la plasticité synaptique et des déficits mnésiques spécifiques associés au vieillissement. Par
ailleurs, des travaux récents suggerent l'implication probable de cette méme voie de
signalisation dans les processus neurodégénératifs caractéristiques de la maladie
d'Alzheimer. En effet, des dysfonctionnements de l'action cellulaire de la vitamine A
semblent impliqués dans les mécanismes biochimiques conduisant a la formation des
plaques amyloides et des dégénérescences neurofibrillaires et par voie de conséquence des
plaques séniles, lésions caractéristiques de cette maladie.
Dans ce contexte, les objectifs de ce travail étaient de mieux comprendre, dans le cerveau,
certaines conséquences anatomiques et fonctionnelles d'une baisse d'activité de la voie de
signalisation de la vitamine A. Notre approche expérimentale a consisté a utiliser 2 modéles
animaux :

- Un modele de carence vitaminique A (qualifié par certains auteurs de "KO
nutritionnel") qui induit spécifiquement une baisse d'activité de sa voie de signalisation,

- Un modele d'hypothyroidie dont il a été montré qu'il induit une hypoactivité de la

voie de signalisation de la vitamine A.
Ces deux modeles animaux se distinguent de ceux aujourd’hui utilisés pour aborder
I’étiologie de la maladie d”Alzheimer qui sont majoritairement des modeles dans lesquels un,
deux parfois trois transgénes de protéines clés dans le processus dégénératif (APP, PS1, PS2,
ou Tau etc...) sont introduits. Ces modeles de souris transgéniques explorent de fagon
sélective le role d’altérations précises au niveau du génome. Cependant, ils ne permettent
pas d’explorer de maniere satisfaisante le role de facteurs environnementaux tels que la
nutrition, dans la genese d"une vulnérabilité a la maladie et de ce fait leur role éventuel dans
la prévention de la démence.

Dans la premiere partie de ce travail de theése, nous avons suivi les évolutions
anatomiques et métaboliques associées a une baisse d'activité de la voie de signalisation de la
vitamine A en utilisant des techniques d'imagerie et de spectroscopie haute résolution (High
Resolution Magic Angle Spinning). Cette approche originale menée chez I'animal carencé en
vitamine A a fait I'objet de la Publication N° 1: "Vitamin A deficiency in rats induces
anatomic and metabolic changes comparable with those of neurodegenerative disorders"
publiée dans The Journal of Nutrition. Ghenimi et al., Apr 2009.

Les profondes modifications anatomiques et métaboliques associées au régime carencé en
vitamine A, nous ont alors conduit a étudier, par HRMAS, les conséquences d'un traitement
par I’AR sur le métabolisme cérébral de rats carencés en vitamine A. Ces résultats apportent
la premiere démonstration de l'existence d'altérations morphologiques et métaboliques

N

cérébrales associées a une carence vitaminique A chez le rat. Ces modifications sont
comparables a celles observées dans le cerveau de patients développant des maladies
neurodégénératives et renforcent l'idée d'une implication de la baisse d'activité de la voie de
signalisation de la vitamine A dans la MA. Par ailleurs, elles démontrent I'effet d'un

traitement court par I’AR sur le métabolisme cérébral.
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Dans la deuxiéme partie du travail de thése, nous avons étudié 1'effet d'une carence
vitaminique A sur l'équilibre entre les voies physiologique et amyloidogénique de
dégradation de 1'APP. Ce travail, qui avait aussi pour objectif de contribuer a la
caractérisation du modeéle expérimental de carence vitaminique A sur le plan biochimique a
fait I'objet d'une publication acceptée et d'une publication en cours de préparation.

Publication N° 2: Retinoic acid normalizes nuclear receptor mediated hypo-expression of
proteins involved in B-amyloid deposits in the cerebral cortex of vitamin A deprived rats.
Husson et al. Neurobiology of disease, 2006.

Les premiers résultats suggeérent que la diminution de I'activité de la voie des rétinoides, via
la diminution de l’expression des récepteurs nucléaires de 1I’AR, pourrait contribuer a
I'apparition des dépdts amyloides a I'origine de la formation des plaques séniles observées
dans la MA. Par ailleurs, ce travail a révélé que le modele de carence en vitamine A qui
prétend modéliser la diminution naturelle de la biodisponibilité en vitamine A liée a 1'age,
induit dans un premier temps des altérations neurobiologiques et mnésiques semblables a
celles observées lors du vieillissement normal, puis si la carence se prolonge, fait basculer les
processus vers des dysfonctionnements de types dégénératifs.

Le travail rapporté dans la publication N°3 avait pour objectif de préciser 1'état du processus
amyloidogene chez des rats soumis a une carence prolongée.

Publication N° 3: Vitamin A hyposignalling modulates APP degrading processing.
Ghenimi et al., en preparation pour Neurobiology of aging

L’ensemble des résultats obtenus laisse supposer que la carence vitaminique A favoriserait la
voie amyloidogénique dans le cortex des animaux, sans toutefois modifier le taux de peptide
AP. La dégradation de la protéine APP selon cette voie semble atténuée par une
administration d'AR.

Nos connaissances sur la nature des relations entre les voies de I'AR et de la T3 dans la
plasticité synaptique nous ont conduits a penser qu'il est indispensable de ne pas dissocier
I'étude des deux voies de signalisation dans la perspective d'une définition d'une stratégie
thérapeutique. En effet, les résultats obtenus récemment au laboratoire montrent que la
baisse d'activité de la voie de T3 peut devenir un facteur limitant dans l'action cellulaire de
I'AR. Par ailleurs, des données de la littérature montrent le role des dysfonctionnements
thyroidiens dans les processus générant des dépots de type B-amyloides. Une étude récente a
mis en évidence la régulation négative in vivo de l'expression du géne codant pour I’APP par
les hormones thyroidiennes (O'Barr et al. 2006). Dans ce travail, ces auteurs suggerent que
I'hypothyroidie, dont la prévalence augmente avec 'age et déja observée chez des patients
atteints de la maladie d”Alzheimer, favoriserait les dépots amyloides.

Dans la troisieme partie de ce travail de thése, nous avons étudié les indicateurs présentés
précédemment chez des animaux hypothyroidiens qui présentent une altération
concomitante des voies de signalisation de I'AR et de la T3 (métabolite actif des hormones
thyroidiennes). Précisons toutefois que la baisse d'activité de la voie de la T3 est plus
prononcée chez les rats hypothyroidiens que chez les rats carencés en vitamine A.
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CHAPITRE 11
ETUDE DE L’ANATOMIE ET DU METABOLISME
CEREBRAL PAR RMN CHEZ LE RAT CARENCE EN
VITAMINE A

L’objectif de cette premiere étude est assez original puisqu’il conjugue un suivi dans le temps
de l'évolution des changements morphologiques et métaboliques du cerveau lors d"une
carence en vitamine A chez le rat en utilisant des techniques RMN d’imagerie et de
spectroscopie haute résolution (High Resolution Magic Angle Spinning). Cette étude a fait
'objet de la Publication 1: Vitamin A deficiency in rats induces anatomic and metabolic
changes comparable with those of neurodegenerative disorders : Nadirah Ghenimi, Marie-
Christine Beauvieux, Marc Biran, Véronique Pallet, Paul Higueret, and Jean-Louis Gallis, Journal of
Nutrition Apr 2009, 139 : 696-702. Ces résultats montrent que la carence en vitamine A
entraine de profondes altérations anatomiques caractérisées par un ralentissement de la
croissance cérébrale précédant une réduction du volume du cerveau et de 'hippocampe
accompagnée d'une augmentation des espaces ventriculaires. Le profil métabolique est
également fortement atteint: des perturbations des marqueurs métaboliques de

I'osmorégulation associés a ceux des altérations membranaires confirment une forte
dégradation de I'intégrité neuronale.

Des études précédentes avaient montré qu'une administration d’AR a la capacité de
compenser les troubles associés a I'hypoactivation de la voie de signalisation des rétinoides.
En effet, une administration d’AR (150pg/kg) pendant 4 jours permet de réverser
I"hypoexpression de certains geénes cibles des rétinoides au cours d"une carence en vitamine
A (Etchamendy et al. 2001; Etchamendy et al. 2003; Husson et al. 2004) ou du vieillissement
(Etchamendy et al. 2001). C'est pourquoi dans une seconde étude, nous avons voulu étudier
'effet d'un traitement par I’AR sur le profil métabolique cérébral de rats ayant une carence
restreinte dans le temps en vitamine A (10 semaines de carence au lieu de 14) par HRMAS
(High Resolution Magic Angle Spining) du proton. En effet, les premiers signes de carence
sont observables a partir de la 10eme semaine de carence, ils sont associés aux premieres
altérations de plasticité synaptique dans le striatum (Husson et al. 2004). La dose d” AR utilisée
a été montrée comme efficace pour réverser I’hypoexpression de la voie de signalisation des
rétinoides liée 1'age ainsi que les troubles de mémoire associés (Etchamendy et al. 2001). Cette
étude a fait I'objet du paragraphe 3 de ce chapitre. Les résultats obtenus révelent un role de
I’AR dans la régulation du métabolisme cérébral.

3. Résonance magnétique nucléaire ou RMN

3.1 Les Bases de la RMN

La RMN est une méthode physique qui met en jeu les noyaux des atomes. Ces noyaux se

comportent comme des aimants microscopiques du fait de leur rotation sur eux-mémes selon
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leur moment magnétique. Chaque noyau est ainsi caractérisé par un moment magnétique de
spin (M) qui est défini par une direction, un sens et une amplitude. En l'absence de champ
magnétique, I'orientation de ces moments magnétique est aléatoire. Le spin du noyau d'un
atome ou spin nucléaire dépend de son nombre de protons et de neutrons : les atomes dont les
noyaux sont composés d'un nombre pair de protons et de neutrons possedent un spin nul.
Ainsi, par exemple les noyaux des atomes de carbone 12 (qui possede 6 protons + 6
neutrons) ou d'oxygene 16 (8 protons et 8 neutrons) formes isotopiques les plus stables sont
les plus abondantes naturellement, et leur spin nucléaire est nul. En revanche, les noyaux
ayant un spin nucléaire différent de zéro, sont « visibles » en RMN. Par exemple, le noyau de
I'atome d’hydrogene n'est composé que d'un seul proton, le moment magnétique nucléaire
de I'hydrogene est donc celui du proton isolé, a savoir s = %2 Comme dans les systemes
biologiques I'hydrogeéne (‘H) est I'élément le plus abondant, les techniques de RMN du
proton trouvent de larges applications de la spectrométrie analytique et quantitative a
I'imagerie.

Schématiquement, le principe de la Résonance Magnétique Nucléaire consiste a modifier le
moment magnétique nucléaire des noyaux des atomes que I'on souhaite étudier.

u@\ ,@’(i) ci‘) 1 y
& 5, ,;Zf‘& CP ™
e gi;
’QJQ“S*- b )
o T
BO
y
z Z
3
2 4
I’ /‘
/’I,”/,,’/v
— X e X
M
B1 y
B1
y >

Figure 10 : Les trois étapes de la Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)
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Elle est caractérisée par trois phases :

- 1° étape : la polarisation

Dans un champ magnétique uniforme BO, les noyaux sont orientés parallelement a ce champ
et dans les deux sens. Ces deux conformations, parallele et anti-paralléle, correspondent a
deux niveaux d'énergie.

- 2¢me étape : la résonance

A la suite de I'application d"un champ électromagnétique B1 perpendiculaire a BO, oscillant
a une fréquence dite fréquence de Larmor caractéristique (radio fréquence spécifique) de la
nature du noyau étudié, les différents noyaux, captant cette apport d’énergie changent de
niveau énergétique et leurs moments magnétiques basculent dans le sens du champ : c’est le
phénomene de résonance.

- 3eme étape : la relaxation

Lors du retour a l'état énergétique d’équilibre initial (phase de relaxation), les noyaux
restituent I'énergie sous forme d’un signal électrique dit de précession libre (FID) dans
I’échelle du temps. Une opération mathématique appelée transformée de Fourier permet
I'obtention de spectres dans 1'échelle des fréquences. Ce signal RMN est fonction de
I'environnement des tissus étudiés et dépend des temps de relaxation transversaux et
longitudinaux des noyaux T1 et T2 (Figure 1).

1.2 Les techniques RMN: I'imagerie et la spectrométrie

Nous mettons ici a profit deux applications non invasives, sans effets secondaires connus de
la RMN : (i) I'imagerie par résonance magnétique (IRM) qui permet d’étudier in vivo la
morphologie et 1’anatomie d’organes, ici le cerveau de rat (Brucker 400, 4,7T) et (ii) la
spectrométrie par résonance magnétique (SRM) qui permet classiquement I’analyse du profil
métabolique d'un organe ou d'un tissu considéré (minimum 0.5 -1g). La spectrométrie
HRMAS est une technique particuliere de haute résolution permettant d’analyser des
échantillons trés petits (20-30mg) dont des biopsies cérébrales congelées (cortex, hippocampe
et striatum) (Brucker Avance 500, 11,7T).

Principe de I'imagerie :

L'IRM est une technique de diagnostic puissante qui fournit des images tridimensionnelles et
en coupe de grande précision anatomique. Elle est basée sur la résonance magnétique
nucléaire des protons de I'eau contenue dans I'organisme.

L'intensité recueillie pour un élément de volume (voxel) dépend de la concentration et de
I'état physico-chimique (donc des temps de relaxation) de I'eau a I'endroit considéré. En
effet, grace a la résonance des protons, le signal va pouvoir étre codé dans le temps (FID)
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puis transformé dans les trois dimensions de I'espace par Transformation de Fourier et
fournir une information de type image.

Selon la méthode utilisée, le contraste entre deux voxels (volumes de mesure) peut étre
augmenté si les temps de relaxation des spins nucléaires (décrivant le retour a I'équilibre des
noyaux apres l'excitation) different dans les deux zones. Il est donc possible d'observer des
altérations des tissus (telles que des tumeurs) grace aux différences de densité et de
relaxation des protons de 1'eau.

Ici, nous avons utilisé la séquence RARE (Rapid Acquisition with Refocused Echoes :
séquence rapide de spin Echo pondérée en T2) qui nous permet de segmenter le cerveau
de I'animal (voxel de 4cmX4cm) et d’obtenir des coupes longitudinales et transversales (Imm
d’épaisseur). Puis afin d’évaluer le volume hippocampique et cérébral global, nous avons
utilisé une séquence FLASH 3D (Fast Low Angle SHot) qui permet une reconstitution
globale des voxels étudiés.

Principe de la spectrométrie HRMAS :

La HRMAS ou High Resolution Magic Angle Spinning permet I'étude avec une tres haute
résolution spectrale de faibles quantités de composés anisotropiques (tissus biologiques,
bactéries, ...). Le principe est basé sur la réduction importante de l'interaction dipolaire des
moments nucléaires qui participe a une perte de résolution spectrale. Ceci est obtenu par une
rotation tres rapide de Iéchantillon a « I’angle magique » (cos a=1/3 soit a =54,7°) formé par

le rotor contenant I’échantillon avec la direction du champ magnétique statique BO

Cette technique d’analyse présente 1’avantage de pouvoir quantifier des métabolites polaires
et apolaires en s’affranchissant des altérations liées aux méthodes d’extraction. La faible
quantité de matiére nécessaire (20mg) permet d’analyser des biopsies des structures
cérébrales différenciées (cortex, hippocampe, striatum). Les spectres en HRMAS du proton
sont acquis en 13 min pour 20 mg de poids frais. Une résolution spectrale équivalente en
SRM dite «classique » sur quelques grammes d’échantillon nécessiterait plusieurs heures
d’acquisition.

On obtient alors un spectre RMN ot la fréquence (exprimée sous forme de déplacement
chimique, en parties par million) de chaque résonance est caractéristique de la nature
physico chimique des protons d’un métabolite donné. Pour chaque raie, I'aire du pic de
résonance reflete la quantité de métabolite présente dans I'extrait.

Les métabolites observables en spectrométrie peuvent ainsi étre détectés dans les structures
biologiques a des concentrations inférieures a la millimole par litre.

Pour la quantification relative, les pics de résonance des métabolites d’intérét biologique sont
rapportés a celui de la créatine considérée d’apres la littérature comme un invariant. Il existe
aujourd’hui des techniques de quantification absolue des métabolites de type Quest ou LC
Model assez difficiles de mise en ceuvre dans nos conditions expérimentales.
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Les données bibliographiques concernant les maladies neurodégénératives permettent de
sélectionner quelques métabolites assez spécifiques du métabolisme cérébral : la nature, le
role et les variations pathologiques de ces métabolites sont résumés ci-dessous (pour revues
voir (Govindaraju et al. 2000; Choi et al. 2007; Moffett et al. 2007).

-le N Acétylaspartate (NAA) (2,02 ppm) : c’est un marqueur quantitatif du fonctionnement
cérébral spécifique des neurones, de souffrance neuronale. Par conséquent, des niveaux
réduits de NAA indiquent une perte de neurone ou un dysfonctionnement neuronal.

-La Créatine (Cr) (3,01 ppm) : Elle reflete le métabolisme énergétique du tissu cérébral. Le
signal en 1H de la créatine comprend également celui de la phosphocréatine, qui est un
composé a haut potentiel d’énergie (intermédiaire entre I’ADP en ATP). Ce parametre du
métabolisme étant considéré comme invariant, elle est généralement utilisée comme
référence interne : Les aires des pics de résonances des protons correspondant aux différents
métabolites sont rapportées a celle de la Créatine afin de comparer leur évolution.

-La Choline (Cho) (3,22 ppm) : c’est un marqueur de « souffrance » membranaire. Elle est
impliquée (via tous ses dérivés (Phosphatidylcholine...)) dans le métabolisme et la structure
des phospholipides membranaires. Ce signal est souvent augmenté dans les processus
démyélinisants comme dans la sclérose en plaques ou lors de toute augmentation du tur-
over membranaire (prolifération cellulaire, mort cellulaire et destruction des membranes).

-Le Glutamate (Glu) (2,2 ppm) : c’est un neurotransmetteur d’excitation, il est associé a la
glutamine (GIn). Ici, les signaux du Glu et de la Gln ne sont pas distinguables : ils sont notés
Glx. Il peut également étre utilisé comme source énergétique apporté par les cellules
nourriciéres des neurones : les cellules gliales.

-La Taurine (Tau) (3,3 ppm) : c’est un marqueur de stress osmotique ou d’astrogliose qui
correspond a une augmentation anormale du nombre d’astrocytes due a des pertes
neuronales adjacentes. Sa variation traduit généralement une modification de I’osmolarité du
tissu considéré.

-Le Myo inositol (Mlns) (3,5 ppm) : c’est un marqueur de souffrance gliale. Il augmente au
cours de processu impliquant une activation glaile ou une gliose. Sa diminution peut-étre
reliée a des phénomeénes d"hyposmolarité.

-Le Glutathion (GIt ou GSH) (3.77 ppm): le glutathion sous forme réduite (GSH) est
I'antioxydant majeur des cellules, les protégeant notamment des radicaux libres oxygénés
(dérivés actifs de l'oxygene). Lors du vieillissement, une chute accélérée des niveaux de
glutathion est observée. De bas niveaux de glutathion sont souvent rencontrés dans
plusieurs maladies associées au vieillissement telles les cataractes, la maladie d’ Alzheimer, la
maladie de Parkinson, ...
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Figure 11 : Schéma global de neurochimie cellulaire (Tiré du rapport « Etat de l'art de
la spectrométrie in vivo du proton par RMN » de .M. DIDELOT, L. SINVIEC, 2001)

2- Effets d’une carence en vitamine A sur 1’anatomie et le métabolisme cérébral
chez le rat : approches par IRM et HRMAS

2.1 Méthodologie

Des rats males Wistar (Harlan, France) ont recu un régime carencé en vitamine A (0 Ul
rétinol/g ; Laboratorio Piccionni, Italie) ou un régime témoin (5 Ul rétinol/g ; INRA, Jouy en
Josas, France) a compter du sevrage et pendant 14 semaines, moment de l’euthanasie. Le
poids ainsi que la quantité de nourriture ingérée par chaque rat ont été suivis dans trois
groupes expérimentaux:

- Groupe témoin nourri ad libitum avec régime témoin : groupe « control » (n=5).

- Groupe carencé nourri ad libitum avec le régime carencé : groupe « VAD » (n=5).

- Groupe témoin consommant la méme quantité de nourriture que le groupe carencé :

groupe « pair-fed » (n=5).

Une étude anatomique a été réalisée par Imagerie de Résonance Magnétique (4,7 Tesla) apres
5,7,9,11 et 14 semaines de carence, une étude longitudinale du volume cérébral global ainsi
que du volume hippocampique a été effectuée par volumétrie IRM. Au moment du sacrifice
a la semaine 14, les cerveaux ont été congelés par funel freezing (Ponten et al. 1973) puis
disséqués : des échantillons de cortex, d’hippocampe et de striatum sont prélevés. Une étude
du profil métabolique de chaque structure a été réalisée par HRMAS a 11,7 Tesla. L’analyse
des spectres métaboliques a permis 1'étude des quantités relatives (a la
Créatine/Phosphocréatine) de marqueurs métaboliques cérébraux: le N Acétyl aspartate
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(NAA), marqueur de densité neuronale, la choline (Cho) reflet de I'intégrité membranaire, la
Taurine (Tau) indicateur d’osmolarité, ou encore le myoinositol (MIns) marqueur glial.

2.2 Principaux résultats

La chute du rétinol sérique dés la 3me semaine de carence proche de la valeur zéro a la 5eme
semaine de carence valide notre modele.

Un ralentissement de la croissance du volume cérébral significatif des la 7eme semaine
associée a une augmentation des espaces ventriculaires confirme une atteinte du SNC chez
les animaux VAD. Cette chute du volume cérébral est corrélée a la baisse de rétinol sérique
chez les animaux carencés. Apres 14 semaines, le volume cérébral des rats carencés est
diminué de 10,3% par rapport aux rats témoins. Concernant le volume hippocampique, une
diminution significative est observée a la 11¢me et 14¢me semaine de carence atteignant 22% de
différence entre le groupe VAD et le groupe controle.

L’étude des profils métaboliques révele également que la carence entraine de profonds
désordres dans chacune des structures cérébrales : une diminution significative du N Acétyl
Aspartate [cortex (-36 %), striatum (-22%), hippocampus (-19%)] révélerait une perte
neuronale. Une augmentation du MIns dans le striatum et le cortex est retrouvée ce qui est
également observé dans les cerveaux de patients atteints de la MA. Une diminution de la
Choline (-14%) dans I'hippocampe et une augmentation dans le cortex soulignerait des
déreglements membranaires. Enfin, une diminution de la Taurine (-29%) dans le striatum et
une augmentation dans le cortex (+18%) refleterait des troubles osmotiques prononcés.

Ainsi, dés la 7¢me semaine de carence, le ralentissement de la croissance cérébrale corrélée au
niveau du rétinol sérique et indépendante de la prise alimentaire peut-étre considérée
comme un marqueur prédictif des troubles cérébraux confirmés a 14 semaines par de
profondes atteintes métaboliques.

2.3 Conclusion

Ces résultats apportent la premiére démonstration de I'altération morphologique précoce et
de perturbation métaboliques cérébrales profondes associées a une carence vitaminique A
chez le rat. Ces modifications sont comparables a celles observés dans les cerveaux de
patients développant des maladies neurodégénératives et confortent 1’hypothése selon
laquelle une baisse de l'activité de la voie de signalisation de la vitamine A ayant lieu au
cours du vieillissement participerait au développement de ces pathologies telles que la

maladie d’Alzheimer.
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Abstract

Anatomic and metabolic changes in central nervous system induced by 14 wk of vitamin A deprivation (VAD) were
monitored and guantified in rats. In vivo brain magnetic resonance imaging (4.7T) was performedat s, 7, 9, 11, and 14 wk
of each diet after weaning in the following: 7} VAD group; 2 control pair-fed group; and 3) control group that consumed the
diet ad libitum (1.15 ug retinolfg diet). After 14wk, high-resolution magic angle spinning proten NMR spectroscopy (11.7T)
was performed an small samples of cartex, hippocampus, andstriatum. Serum retinol concentrations remained stable and
cerebral volume (CV) increased as a linear function of body weight in the ad libitum group (A% = 0.78; P = 0.047) and pair-
fed controls (R* = 0.78; P = 0.046). In VAD rats, retinol decreased from the onset of deprivation (2.2 + 0.14 pmol/L) to
reach 0.3 * 0.13 wmol/L at wk 5, followed by a stopping of body weight gain from wk 7. In VAD rats, the CV decreased
from wk 5 and reached a value 11% lower than that of the control group (P < 0.001) at wk 14 and was correlated with
retinol status (A% = 0.99; P=0.002). The VAD hippocampal volume decreased beginning at wk 9 and was 22% lower than
that of the control group at wk 14 (P < 0.001). Compared with the control, VAD led to lower N acetyl aspartate:
creatine+phosphocreatine (Cr) in cortex (—36%), striatum (—22%), and hippocampus (—19%) and higher myoinositol:Cr
in cortex (+127%) and striatum (+150%). VAD induced anatomic and metabalic changes comparable to those associated
with neurodegenerative disorders. By wk 7 of deprivation, the slowing in cerebral growth that correlated with the retinol

level could be considered as a predictive marker of brain disorders, confirmed by metabolic data from VAD rats after
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14 wk.  J. Nutr. 139: 696-702, 2009.

Introduction

Nutritional disturbances such as vitamin A deficiency are
considered more and more as environmental factors that
influence the development of many diseases. Vitamin A plays a
critical role in a variety of essential life process, including vision,
growth, reproduction, and immunity (1}. It is provided only
from diert, either from meat in the form of retinvl esters or from
vegetables as B-carotene.

Although vitamin A-rich food is generally available in the
western world, risk groups for low vitamin A supply exist (2).
This real or borderline vitamin deficiency can produce various
disorders in infants and elderly people, in burn patients, and
in subjects consuming unbalanced diets or undergoing stren-
uous physical exercise (3,4) in industrialized countries.

! Author disclosures: N. Ghenimi Rahab, M.-C. Beauvieux, M. Biran, V. Pallet,
P. Higueret and J.-L. Gallis, no conflicts of interest.

* To whom correspondence should be addressed. E-mail: jean.louis.gallis@
free.fr

Mammals cannot synthesize vitamin A, so they must extract
it from their diet in the form of carotenoids (from plants) and
retinyl esters (from animal products). These dietary components
are stored as retinyl esters (also known as retinoids) in the liver
and in several extrahepatic sites, including the lungs, bone
marrow, and the kidneys (5). Transport of retinoids from these
storage sites to the target cells is performed under retinol form,
which 1s released into the bloodstream and circulates bound to
retinol-binding protein 4. Retinol is taken up by targer cells, then
enters the cytoplasm, and is metabolized into retinaldehyde and
then into all-trans retinoic acid (RA).*

Besides retinaldehyde acting on vision, RA 1s the active form
of vitamin A, which acts in the control of gene expression.
Indeed, RA induces or represses gene transcription through
binding to specific nuclear receptors, which are transcription

1 Abbreviations used: AD, Alzheimer’s disease; Cho, choline; CNS, central
nervous system; Cr, creatine +phosphocreating; CV, cerebral volume; HRMAS,
high-resolution magic angle spinning; Mins, myoinositol; MRI, magnetic reso-
nance imaging; NAA, N acetyl aspartate; RA, retinoic acid; RAR, retinoic acid
receptor; TE, time echao; TR, time repetition; VAD, vitamin A deprivation.

0022-3166/08 $8.00 @ 2009 American Society for Mutrition.
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factors, such as RA recepror (RAR) and retinoic X receptor (6).
In the brain, they regulate transcription of a wide range of genes
(=300) such as neuromodulin and neurogranin, which are asso-
ciated with neuronal plasticity (7,8). Hence, retinoids are thought
to be involved in adult neuronal system functioning. Retinoids
also play a role in normal and pathological aging (9). Because
brain levels of retinoid diminish over the course of normal aging,
retinoid deficiency was observed to be greater in late-onset
ormal-aged human
ion of retinaldehyde

Alzheimer’s disease (AD) brains than in
controls, as demonstrated by hypoexpres

dehydrogenase 2 and RARa in neurons of the neocortex of
individuals with AD (10,11).

The adult brain possesses all the machinery to metabolize and
producc RA from retinol supp]i : lhy the blood. In the brain, the
highest levels of RA were observed in the striatal region, which

strongly expressed RARB, one of the RAR isoforms. The
hippocampus is a region highly involved in neuronal processes
such as synaptic plasticity, long-term depression, and long-term
) ) £ £
potentiation, which are all strongly affected by changes in
vitamin A availability (12). Previous studies have shown the
presence of retinoid-specific receptors in the hippocampus and
have demonstrated that vitamin A defici

ICHCY Pl'()(:lUCC.\' a severe
deficit in spatial learning and memory, which are linked to
proper hippocampal hypofunctioning {13). In aged mice where
RA signaling 1s hy poactivated in the brain, supplemental RA can
hC]]) reverse thL’ ﬂgL"rC]ﬂth (1CC|'CHSL’ ill ]'liP‘PUCﬂITlI)ﬂI Inng—tcrln
potentiation (14). Moreover, in aged rats, the retinoid signaling
pathway was also hypoactivated and was associated with
memory disorders (15). All these processes are reversible with
RA administration (14,16). Hypoexpression of retinoid signal-
ing induced by vitamin A deprivation (VAD) in rats (13) is
accompanied by severe impairment in spatial learning and
memory tasks, with B-amyloid plaque deposition occurring in
cortical blood vessels, a feature of AD (11). Recently, it has been
shown that RA protects hippocampal neurons from apoptosis
induced by the amyloid B-peptide (17). RA together with its
receptors regulates the expression of numerous target genes
involved in late-onset AD (10).

Imaging techniques are now able to visualize cellular pro-
cesses in the brain in both physiological and pathophysiolog-
ical settings. Magnetic resonance imaging (MRI) studies have
shown in humans that neurodegenerescence is associated with
brain atrophy and that hippocampal atrophy occurs in AD
(18,19). On the other hand, to our knowledge, few metabolic
studies have been performed using high resolution magic angle
spinning (HRMAS) proton NMR spectroscopy, which offers the
simultaneous high resolution of both polar and apolar metabo-
lites on small brain biopsies with highly resolved spectra (20,21).

In major biological processes, gene expression distur-
bances are associated with anatomic and metabolic changes.
Moreover, to our knowledge, no anatomic and/or metabolic
studies have focused on the effect of VAD or retinoid signaling
pathway disturbances. The present work therefore used MRI
and HRMAS spectroscopy to monitor and quantify anatomic
and metabolic changes in the central nervous system (CNS) in
rats during VAD. Proton HRMAS spectroscopy was used to
study the metabolism of specific regions known to be affected
in VAD, such as the striatum, hippocampus, and cortex.

Materials and Methods

Rat experiments. Weaned male Wistar rats (initial weight 45-30 g)
were purchased from Harlan. They were housed in individual hanging
cages in a room with a constant airflow system, controlled temperature
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(21-23°C), and a 12-h-light/-dark system. They were divided into 3
experimental groups receiving diets for 14 wk after weaning: vitamin
A-deficient group, pair-fed group, and control group (# = 5-10). Rats
consumed the diets ad libitum, except for the pair-fed group, and they all
had free access to water. The control diet was the same as the VAD diet
(Harlan) (Table 1) plus vitamin A (1515 retinol equivalent/kg diet or
1.15 pg retinol/g diet). Food intake was monitored. We weighed all rats
every 2 d to monitor body weight. The study complied with the 1999
UFAW guidelines (22). The protocol for these experiments was approved
by the Ethics Committee for Animal Experiments at our university.

MRI and brain volume. In vivo NMR brain imaging was performed
in all groups at 5,7, 9, 11, and 14 wk after the onset of the experiment
with a 4.7 T Spectro-imager Brucker (Germany) equipped with a 12-cm
gradient system (0.85 T/m). The same rats were monitored repeatedly
over time. Rats were anesthetized by isoflurane 1.5% in a O,/CO,
mixture. The dose was monitored from outside the magnet and gas was
delivered through an extension line. T2-weighted Turbo Spin Echo
sequence (Rapid Acquisition with Relaxation Enhancement) was used
for transversal [time echo (TE) = 69 ms; time repetition (TR) = 5785 ms;
24 scans] and sagittal slices (TE = 69 ms; TR = 4805 ms; 24 scans} with
a spatial resolution of 1.8 X 1.8 cm and consecutive 1-mm slices. Three-
dimensional images were obtained with a Flash 3D sequence (TE = 4 ms;
TR = 10 ms; 8 scans). Total brain and hippocampal volumes were
evaluated with AMIRA 6.0 software from MRI volumetry.

HRMAS 1H NMR spectroscopy. At the end of wk 14, rats from the
3 groups were anesthetized by 1 intraperitoneal injection of sodium
pentobarbital (50 mL/kg of body weight). A longitudinal incision was
rapidly made on the scalp of the rats to reveal the cranium. Brains were
then frozen in situ by the “funnel freezing™ method as described by
Pontén et al. (23) to avoid postmortem failure of energy merabolism.
After instant decapitation with a scientific guillotine, the brain was then
removed and kept at —80°C. HRMAS H1 NMR spectroscopy using a
DPX 500 Brucker (50-pL rotor) operating at 11.7 T was performed on
samples (20-30 mg) of cortex, hippocampus, and striatum maintained at
273 K throughout the experiment. Each sample was placed in a 50-uL
insert (Brucker Biospin}, 20 pL of DO was added, and the rotal relaxed
spectrum with suppression of water resonance was analyzed (size, 32 K;
no. of scans, 64; total acquisition time, 12 min 37 s; relaxation time, 8 s)
(water signaling suppression). Because of their importance in cerebral
metabolism, the content of metabolites, such as N acetyl aspartate
(NAA; 2.01 ppm), choline (Cho; 3.20 ppm), taurine (Tau; 3.25 ppm),
and myoinositol (MIns, 3.55 ppm), was analyzed with Brucker software

TABLE 1 Formulation of the vitamin A-free rat diet’
Ingredient Amount
a/kg
Vitamin-free casein 193
Sucrose 510
Corn starch 150
Cottonseed oil 50
Cellulose 50
Mineral mix” 43.49
Vitamin mix and Cho? 5.05
Protein 177
Carbohydrate 649
Fat 50
Energy, kJ/g 15.9

T VAD diet from Harlan. Diets were stored in sealed bags at 4°C.

% Composition of mineral mix [g/kg): mineral mix AIN-76 (170916), 36; calcium
carbenate CaCOs, 4; Cho dihydregene citrate, 3.497.

# Composition of vitamin mix {g/kg): pL-w-tocopheral acetate, 0.121; dry cholecalciferc
(500 kUfg), 0.0044; ascorbic, 1.0166; biotin, 0.0004; vitamin B-12, 0.0297; calcium
panthothenate, 0.0661; folic acid, 0.002; inositol, 0.1101; menadicne, 0.0498; niacin,
0.0991; pyridoxine HCI, 0.022; riboflavin, 0.022; thiamin HCI, 0.022.

Vitamin A, brain anatomy, and metabolism 697
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XCWIN NMR to obtain ratios relative to total creatine (Cry 3.01 ppmy
including creatine +phosphocreatine).

Serum retinol assay. Every 2 wk, 400 uL of blood from the caudal
vein was withdrawn and serum retinol was measured by HPLC
according to the method of Leclercq and Bourgeay-Causse (24).

Statistical analysis. All data were expressed as means = SEM. For
regression analysis, significances were calculated from a Pearson corre-
lation. The statistical significance of differences between means was
calculated using Statgraphics Plus software (Manugistics). Data were
submitted to ANOWVA (with rt‘pearrd measures in 1()ngimdin:ﬂ studies).
When appropriate, post hoc comparisens were performed using Tukey
tests. Statistical significance was accepted at P < 0.05.

Results

Effect of vitamin A-free diet on body weight. In this study,
rats were deprived of vitamin A for 14 wk from weaning,
because it had previously been demonstrated that 10 wk of diet
was scarcely sufficient to produce any effect of VAD (25,26).
Whereas the food intake was similar between the VAD and ad
libitum controls until 7 wk as previously measured (27), it
decreased with a longer deprivation, probably because of the
deterioration of the rats” general health as previously reported
(28,29). In contrast, the control-pair fed rats were in good
overall health despite a decrease i the rate of weight gain
between wk 7 and 8; beginning at wk 9, they weighed less than
the ad libitum controls (P < 0.001) and had no specific clinical
signs of VAD. The VAD group stopped gaining weight between
wk 7 and 8, they weighed less than the ad libitum controls at wk
9 (P = 0.0025) and less than the pair-fed controls beginning at
wk 12 (P = 0.002). The body weight of the VAD group reached a
plateau and then decreased beginning at wk 11. The weight at
wk 14 was about 23% less than at the plateau. The mean
difference in body weight after 14 wk was 158 * 9.8¢g (A =
—41%) between the VAD and ad libitum control rats and 71 +=
4.0g (4 = —19%) berween the control-pair fed and ad libitum
control groups (Fig. 1A).

Serum retinol assay. Serum retinol concentration remained
constant and similar throughout the experiment in the control
group consuming the diet ad libitum and in control pair-fed rats
(Fig. 1B). In the VAD rats, it decreased exponentially from the
onset of deprivation (2.2 + 0.14 pmol/L), becoming significant
at wk 3 compared with the ad libitum controls (P = 0.008) and
the pair-fed group (P = 0.005); retinol reached 0.3 + 0.13 pmol/L
at wk 5 (P << 0.001 vs. controls) and <0.01 pmol/L at wk 11.

At the end of the 14-wk experiment, retinol concentration
was 2.4 + 0.08 pmol/L in the control-pair fed and ad libitum
control groups, whereas it was under the detection limit of 0.01
pmol/L in the VAD group.

MR! and global cerebral volume. Cerebral volume (CV)
(Fig. 2A), like body weight, progressively increased in the
control ad libitum rats and to a lesser extent in the pair-fed rats
from wk 5 to 14, leading to a linear relationship between CVand
body weight (CV = 0.86 body weight +1863; R* = 0.78;
P = 0.047 for the ad libitum control rats; and 0.63 body
weight+1925; R = 0.78:; P = 0.046 for pair-fed rats). CV
decreased with deprivation time in the VAD rats; the decrease
was significant ar wk 14 compared with wk 5 (P = 0.0235)
(CV = —3.66 wk + 2050; R* = 0.87; P = 0.021). The VAD rats
differed from the ad libitum (P = 0.025) and pair-fed control
(P = 0.026) groups from wk 7 to wk 14. At the end of the
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FIGURE 1 Effect of vitamin A diet on body weight (4) and serum
retinol (B) in VAD rats, pair-fed rats, and ad libitum control rats. Values
are means * SEM, n = 5-10. Labeled means at a time without
a common letter differ, P < 0.002.

protocol, the CVof the VAD rats (1995 + 15 mm’) was —10.3%
lower than that of the control rats (2224 + 20 mm?) (P < 0.001).
Moreover, in the VAD rats, there was a linear correlation (R* =
0.99; P = 0.002) between CV and serum retinol status (Fig. 2B),
indicating a strong relationship between the decreased retinol
and the decreased CV. Conversely, no such a relationship was
observed in the control groups, because serum retinol was stable
at ~2.2-2.4 pmol/L.

Hippocampal CTThV. The hippocampal volume decreased in
VAD rats at wk 11 and wk 14 compared with wk 5 (P < 0.001)
in VAD and to the 2 control groups (P < 0.001); it reached 22%
lower than controls during the last week of experimentation

(Fig. 2C).

Ventricular spaces. Compared with those in all control rats
(Fig. 3A), a strong increase in ventricular spaces was observed on
coronal images in VAD rarts (Fig. 3B) at wk 11. Globally, this
increase began between wk 9 and 11 of VAD.

Quantification of NMR-visible metabolites. Typical 1H
HRMAS NMR spectra from brain cortex in the ad libitum control
rats and in the VAD rats are shown (Fig. 3A.B), respecnively. Spectra
obtained in the control pair-fed rats were similar to those of the ad
libitum rats.
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FIGURE 2 Evolution of cerebral (A) and hippocampal (C} volume in
VAD rats, pair-fed rats, and ad libitum control rats measured by MRI
volumetry. Values are means + SEM, n = 5-10. Labeled means at a
time withouta commaon letter differ, P < 0.03 *Different from wk 5 in
that group, P < 0.05. (B) Correlation between serum retinol and
cerebral volume in VAD rats.

The NAA:Cr in cortex, striatum, and hippocampus biopsies
was lower in the VAD rats than in control rats (P < 0.05). In the
cortex, the metabolite level was 36% lower than in controls,
whereas the reduction in the striatum and hippocampus was
22.3% and 19.2%, respectively (Fig. 4A).
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FIGURE 3 Typical pictures obtained by in vivo MRI of transversal
slices of brain and typical TH HRMAS NMR spectra from brain cortex
in the ad libitum control (Ay and VAD (B) rats. Pictures were obtained
at wk 11 of VAD. Each picture corresponded to the same slice.
Ventricular spaces increased in VAD rat brain (arrows). Field of view:
1.8 cm % 1.8 cm. NMR spectra peak assignments: 1, NAA; 2,
glutamate+glutamine (Glx); 3, y-aminobutyric acid (GABA); 4, Cr; 5,
Cho; 6, Tau; 7, Mins.

The MIns:Cr was 127% and 150% higher in the cortex and
striatum of the VAD rats compared with the controls (P < 0.01)
(Fig. 4B).

The Cho:Cr was higher in the cortex of the VAD rats (+42%)
than in the control rats (P < 0.05), whereas in the hippocampus,
it was 31 % lower than in controls (P < 0.05) (Fig. 4C).

In the striatal region, Taw:Cr was lower in the VAD rats
(—29%) than in the controls (P << 0.035). In the cortex, this ratio
tended to be higher (+18%; P = 0.11) than in the control rats
(Fig. 4D).

Discussion

The major functional involvement of retnoic signaling has been
repeatedly suggested in synaptic plasticity, learning and memory,
sleep, schizophrenia, depression, Parkinson disease, and AD
(30). Studies have shown that nutritional VAD in rats induces
several disorders such as decrease in food intake, loss in growing
body weight, motivity disturbances, behavioral effect, and neu-
ronal disturbances (31) and might lead to neurodegenerative
damage.

One of the main strengths of this study was that it analyzed at
the same time the effects of VAD on both anatomic and metabolic
changes. Moreover, this is the first study, to our knowledge, of the
cerebral metabolism in VAD rats, with a follow-up of anatomic
and metabolic changes in relation to serum retinol levels. The
protocol distinguishes the primary effects of VAD from secondary
effects due to reduced food intake. A slight slowing in body
weight gain is not a specific effect of VAD, because it was observed
in the control pair-fed group because of the reduction in available
food and it was not accompanied by a decreased retinol level,
as previously shown (29). As confirmed in the present work,
nutritional VAD efficiently induces a large depletion in serum
retinol concentration within 5 wk (28,29). This serum retinol
depletion precedes the arrest in body weight gain at wk 7, which in
turn 1s followed by a body weight decrease at wk 11.
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FIGURE 4 Relative content of NMR visible brain metabolites in VAD
and ad libitum control rats at wk 14 expressed as ratio to Cr: (A) NAA,
(B) MIns, {C) Cho, (D) Tau in cortex (C), hippocampus (H), and striatum
(S). Values are means = SEM, n = 5-10. For each brain structure,
means without a common letter differ, P < 0.05.

More specific is the evidence of the carly decrease in global
CV after § wk of VAD, which is strongly correlated to retinol
level, and of the slightly delayed decrease in hippocampal
volume. These progressive brain disorders were confirmed by
metabolic brain distortions in 14-wk-old VAD rats. AD patients
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lose 8=10% of their brain volume weight every 10 v compared
with ~2% in the normal aging brain. This atrophy affects the
cortical and hippocampal structures and is accompanied by a
cerebral ventricular dilatation. It has been demonstrated thar the
rate of evolution of hippocampal atrophy is predictive of AD
progression (32,33). The association of a loss of cerebral growth
volume compensated by an increase in ventricular spaces could
be used as an early marker of cerebral disorders in the VAD
model. By using metabolites as specific markers of neuronal
and glial functionality, we attempted to establish relationships
between anatomic and metabolic disturbances. HRMAS proton
NMR spectroscopy has several advantages. First, spectroscopy
was directly performed on very small tssue biopsies (20 mg)
without any merabolite extraction that might damage tissue
structures. Second, the neurochemical profile of distinet small
brain structures (cortex, hippocampus, and striatum) can be
obtained in a few minutes. Moreover, this makes it possible
to observe concomitantly both polar and apolar metabolites.
However, one of the limitations could be the choice of the
reference to quantify the metabolite changes. Metabolites are
classically expressed as a ratio to Cr (34,35), the 1H NMR peak
obtained at 3.01 ppm corresponding to both creatine and
phosphocreatine. Creatine, phosphocreatine, and the enzyme
creatine kinase are highly dependent on the energy metabolism.
Creatine kinase has been reported to be unchanged (36) or
inactivated in AD brain (37) depending on the method used. On
the other hand, high total creatine concentrations measured by
in vive magnetic resonance spectroscopy in 3 parietal regions
characterized the early stages of AD in humans (38). Neverthe-
less, the present work was conducted by studying relative
changes for each region and allows accurate conclusions.
Further experiments on brain biopsies could use a very recent

automatic quantitation of HRMAS signals achieved by the
semiparametric algorithm QUEST (39).

Several significant differences in brain metabolites between
the control and VAD rats are highly suggestive of neurodegen-
erative disorders induced by plasma retinol depletion. In this
respect, the lower NAA than in the controls in the 3 brain
structures was very instructive. NAA is a free amino acid present
in the brain at relatively high concentrations, mainly in neurons
(40). It is considered as a marker for neuronal health and
attenuation. Indeed, with the exception of Canavan disease, its
content has been reported to decline in CNS disorders associated
with neurodegenerative processes (41). Lower NAA:
VAD rats than in the control rats may suggest neuronal loss and/
or an altered ratio of neuronal volume to other cells such as
microglia and/or astrocytes, cells known to be increased in the
presence of AB plaques and related neuroinflammation (42).
This low NAA content may be linked to the cerebral and
hippocampal atrophy observed by MRI.

Many studies have described Tau as an amino acid playing

or in the

a number of biological roles, including osmoregulation and
modulation of the action of neurotransmitters. Its modifications
have been associated with osmotic stress and astrogliosis (41).
Here, a lower Tau:Cr in VAD than in controls in the striatum,
a structure located near the ventricular spaces, could be due to
possible osmotic disorders and exchanges i the intra- or
extracellular water close by. In the cortex, a higher Taw:Cr in
the VAD rats than in control rats is in agreement with data
obtained in transgenic AD mice (43). On the other hand, the 2nd
major CNS cellular population is the glial cells. MIns is a major
marker of ghal cells. Another argument for neurodegenerative
disorders in VAD rats is demonstrated by the high level of MIns/

Cr, which has also been found to be elevated in dementias

19 SYND LSINI 1 Bio uonunu ul woiy pepeojumoq

600Z ' LE UdJe uo alnol



THE JOURNAL OF NUTRITION

JN

characterized by the presence of gliosis such as AD and fronto-
temporal lobar degeneration (44). Here, this ratio was dramat-
ically higher in the cortex and striatum of the VAD rats than in
the controls. It has been suggested that increased brain Mlns
concentrations may be related to cognitive impairment, whereas
unchanged levels have been associated with healthy aging (45).

Cho is an essential nutrient that is mainly obtained in the
form of dictary phospholipids. It is required for synthesis of the
neurotransmitter acetylcholine and for phosphatidylcholine, a
major constituent of membranes. Changes in NMR resonances
are generally associated with alterations of membrane compo-
sition; a signal increase is associated with head trauma and AD
and a decreased signal is associated with liver disease and stroke
(46). The biochemical interpretation of Cho resonance changes
1s theretore difficult, because this peak includes all Cho
compounds (phosphatidylcholine, acetylcholine). A recent pub-
lication has shown a correlation between Cho NMR peaks and
acetylcholine levels in rat brain structures (47). Here, the cortical
content, which was 42% higher in the VAD rats than in the
control rats, could be associated with membrane disturbances.
On the other hand, in the hippocampus, the structure most
heavily involved in VAD, Stancampiano et al. (48) have already
shown a decrease in acetylcholine content after 12 wk of VAD,
which can be correlated here by a decrease of ~31% in the
Cho:Cr ratio. Acetylcholine is known to be an important
excitatory neurotransmitter that plays a crucial role in synaptic
transmission. It level is decreased in early-stage AD.

All these arguments suggest that nutritional VAD in rats
induces anatomic and metabolic changes comparable to those
observed in brains exhibiting neurodegenerative disorders.
Hippocampal atrophy combined with a loss of CV growth, a
decreased NAA:Cr ratio and an increased MIns:Cr ratio in the
cortex are considered as good markers of late-onset AD (49). In
the present work, one of the major results is the evidence of both
a synchronization and a correlation (R* = 0.99; P = 0.002)
between serum retinol status and decreased CV. The slowing in
cerebral growth observed from wk 5 could be considered as a
predictive marker of brain disorders, which could be confirmed
subsequently at 14 wk by metabolic analysis. Much of the
research conducted on retinoid signaling in the CNS has focused
on developmental effects in the embryonic or early postnatal
brain (9). Moreover, it has already been shown that hypoacti-
vation of retinoid signaling illustrated by a hypoexpression of
RARB, regulated by its own ligand, precedes memory rasks
observed in the VAD model (25). Recent studies have opened up
a new field of investigation with the hypothesis that retinoid
deregulation occurring with aging or deficit in adults might
play a role in the etiology of neurodegeneranve diseases and
especially in late-onset AD (10). Our results strengthen the idea
that vitamin A status is important for normal functioning of
adult brain metabolism.

Administration of RA for 7 d during wk 14 of VAD improved
general rat health by a reduction of body weight slowing com-
pared with VAD rats (N. Ghenimi Rahab, M. C. Beauvieux,
P. Higueret, |. L. Gallis, unpublished darta). It would now be
interesting to study whether RA treatment reverses metabolic
disorders, which generally occur earlier than or concomitant
with anatomic ones. This idea is in agreement with recent stu-
dies that suggest that long-term B-carotene supplementation in
humans is beneficial for verbal memory and cognitive perfor-
mances (50). Hence, the retinoid signaling pathways could be
a potential novel preventive target for neurological diseases
(9,17), either in the form of vitamin A supplementation in
addition to other recognized vitamin supplementation such as

Chapitre 11

vitamin E (51), or with an activator of the retinoid signaling
pathway, such as RA as recently demonstrated (52).
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Chapitre I

3- Effets d’une administration d’AR sur le métabolisme cérébral chez le rat
carencé en vitamine A : étude par HRMAS du 1H

3.1 Contexte et objectifs du travail

Nous avons montré dans l'étude longitudinale précédente par IRM que la carence
vitaminique A chez le rat entrainait des altérations anatomiques cérébrales majeures des la
7¢me semaine de carence. Ces changements sont fortement corrélés au statut en rétinol
sérique. Par ailleurs, des changements métaboliques connus pour étre associés aux troubles
de type neurodégénératifs ont également été observé aprés 14 semaines de carence dans le
cortex, 'hippocampe et le striatum chez le rat (Ghenimi Rahab N 2009). A ce stade,
I'expression des génes codant pour des protéines de la plasticité synaptique est également
fortement altérée (Husson et al. 2004).

N

On sait par ailleurs que certains processus biologiques peuvent étre reversés a un stade
modéré de carence vitaminique A par une administration d’AR acide rétinoique (AR)
(Etchamendy et al. 2003; Husson et al. 2006; Bonnet et al. 2008). Ainsi I’administration d’AR chez
I’animal agé ou chez des souris transgéniques pour la MA (i) rétablit les déficits de mémoire
et d’apprentissage spatial (Etchamendy et al. 2001; Etchamendy et al. 2003; Ding et al. 2008) et
(i) réduit 'accumulation de peptides AP ainsi que I"hyperphosphorylation de la protéine
Tau (Ding et al. 2008). Ces données suggerent qu’une activation de la voie de signalisation
des rétinoides serait une stratégie potentielle d’amélioration du fonctionnement cérébral.

Dans ce contexte, I'objectif de cette partie de notre travail est double :

- déterminer 'existence potentielle des marqueurs métaboliques utiles a I'établissement d"un
diagnostic précoce des effets pathologiques de la carence en vitamine A.

- préciser si ces modifications sont spécifiques de la réduction de la biodisponibilité en acide
rétinoique.

Pour répondre a ces deux volets, nous avons étudié 'effet de I'administration d’AR sur le
profil neurométabolique chez des rats soumis a une carence limitée a 10 semaines.

3.2 Méthodologie

Des rats Wistar (Harlan) ont recu des le sevrage un régime carencé en vitamine A (0 Ul
rétinol/g ; Laboratorio Piccionni, Italie) ou un régime témoin (5 Ul rétinol/g ; INRA, Jouy en
Josas, France) pendant 10 semaines seulement. Quatre groupes expérimentaux ont été
constitués :

- Groupe témoin traité par le solvant (n=5) : groupe T
- Groupe témoin traité par I’AR (n=5) : groupe T+AR

- Groupe carencé traité par le solvant (n=5) : groupe C
- Groupe carencé traité par I'’AR (n=5) : groupe C+AR

Le poids des animaux a été suivi tout au long de I'étude. L’AR (AR tout-trans, Sigma, France)
a été administré pendant 4 jours consécutifs avant le sacrifice, par voie sous-cutanée, a une
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dose de 150pg/kg de poids corporel, le solvant étant constitué d’'un mélange de
Polyéthyleneglycol-NaCl-Ethanol (70:20:10). Il a été préalablement montré que cette dose
d’AR pendant cette durée est efficace pour réverser I"hypoexpression de certains geénes cibles
des rétinoides observée au cours de la carence en vitamine A (Etchamendy et al. 2003; Husson
et al. 2004) ou du vieillissement (Etchamendy et al. 2001). A la semaine 10, les cerveaux ont été
congelés in situ par funnel freezing (Ponten et al. 1973); et aprés dissection, des échantillons de
cortex (CX), d’hippocampe (H) et de striatum (S) ont été prélevés. L’étude des variations du
profil neuro-métabolique a été réalisée par IH HRMAS a 11,7 Tesla et les métabolites étudiés
sont les mémes que ceux préalablement décrits (Ghenimi et al. 2009). L’analyse des spectres
métaboliques a permis le suivi du N Acétyl aspartate (NAA), de la choline (Cho), de la
taurine (Tau), du Myoinositol (Mlns), du couple Glutamate-Glutamine (Glx) et du
Glutathion oxydé-réduit (GSH). La quantification relative de chaque métabolite est effectuée
par rapport au couple créatine+phosphocréatine (Cr) considéré comme invariant.

3.3 Résultats

3.3.1 Effet de la carence vitaminique A sur le poids corporel

Dans cette étude, la durée de 10 semaines de carence en vitamine A a partir du sevrage est
suffisante pour induire un fort infléchissement du taux sérique de rétinol et induire les
premiers signes physiopathologiques (Husson et al. 2003). Un arrét de la croissance a été
observé chez les rats dés la 7¢me semaine de carence, devenant significatif a la 9éme semaine de
carence (P=0.0025) versus rats témoins (Figure 1). Aucun effet de 'administration d’AR n’a
été observé sur le poids corporel chez le groupe carencé ou chez le groupe témoin (Figure 1).
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Figure 1: Effet de la carence en vitamine A sur le poids des rats carencés (C) et
témoins (T). Pour chaque point, n=10, moyenne+ESM, *p<0,05 (t test).
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3.3.2 Effet de 10 semaines de carence vitaminigue A sur le profil
neurométabolique

Les changements métaboliques induits par la carence en vitamine A apres 10 semaines de
régime sont limités au cortex, et impliquent essentiellement le NAA, marqueur neuronal, et
le GSH, marqueur du statut antioxydant (Tableau 1). Une augmentation significative des
deux métabolites NAA/Cr (+14%, P=0,049) (Figure 2) et GSH/Cr (+29%, P=0,049) (Figure
3) est trouvée dans le cortex; une tendance a I'augmentation est retrouvée dans le striatum
pour le seul GSH (+19%, P= 0,09).

Tableau 1 : Effet d'une administration d’AR sur la quantité relative des métabolites chez le
rat apres 10 semaines post-sevrage chez les rats témoins (T) et carencés (C) : N acétyl aspartate
(NAA), Glutathion oxydé-réduit (GSH), choline (Cho), taurine (Tau) et Glutamate-Glutamine (Glx)
dans le cortex (CX), I'hippocampe (H) et le striatum (S). (expression par rapport au couple
créatine+phosphocréatine (Cr)) MoyennestESM (n=5 pour chaque groupe). Pour chaque structure
cérébrale, les groupes significativement différents pour le métabolite considéré sont marqués par une
* (entre carencés et témoins) et par un # pour l'effet de I’AR (P<0,05).

Métabolites C C+AR T T+AR
NAA/Cr
CX 1,16 £ 0,059* 1,01 £ 0,019# 1,01 £ 0,051 1,01 £ 0,061
H 0,92 £ 0,035 1,06 £ 0,072# 0,93 £ 0,042 1,00 + 0,055
S 0,85+ 0,078 0,98 + 0,08 0,88+ 0,080 1,02+ 0,073
GSH/Cr
CX 0,39 + 0,038* 0,38 £ 0,027 0.30 £ 0.028 0,29+ 0,023
H 0,36 + 0,037 0,30+ 0,017 0.32+0.046 0,33 £ 0.026
S 0,38 £ 0,026 0.38 + 0.050 0.32+£0.032 0,38 £ 0,033
Cho/Cr
CX 1,03 £ 0,194 0,93 £0,132 0,68 £0,114 0,98 +0,118
H 1,08 £ 0,148 0,93 + 0,083 0,79+0,125 0,95+ 0,125
S 0,87 £0,139 0,86 £ 0,128 0,83 + 0,090 1,08 £ 0,125
Tau/Cr
CX 0,36 + 0,029 0,30 + 0,024 0,37 +0,071 0,34 + 0,027
H 0,29 + 0,030 0,23 +0,018 0,28 + 0,021 0,27 + 0,039
S 0,41+ 0,020 0.32 £0.047 0,36 £ 0,031 0,41 + 0,055
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Glx/Cr
CX 0,44 £ 0,061* 0,35 £ 0,033 0,33 £ 0,108 0,40 + 0,070
H 0,34+ 0,059 0,33 £ 0,046 0,37+ 0,033 0,43 + 0,053
S 0,39+ 0,053 0,39 + 0,064 0,36 + 0,039 0,44 + 0,025
Mins/Cr
C 0,31 +£0,027 0,37 £ 0,014# 0,32+0,021 0,42 £ 0,036#
H 0,39+ 0,032 0,40 + 0,022 0,40 + 0,023 0,45 + 0,033
S 0,37 £ 0,010 0,39 £ 0,022 0,37 £ 0,045 0,43+ 0,011

3.3.3 Effet d’une administration d’AR sur le profil neurométaboligue.

3.3.3.1 Effet d'une administration d’AR sur les marqueurs des neurones et du

statut antioxidant

Dans le cortex, I’administration d’AR chez les rats VAD diminue le rapport NAA/Cr (-12%,
P=0,025) qui revient alors au niveau des témoins non carencés (Figure 2). A 'inverse dans
I'hippocampe, I’AR augmente le rapport NAA /Cr (+15%, P=0,05) chez les carencés.

Aucun effet significatif de I’AR sur le rapport GSH/Cr n’est observé dans les trois structures
(Figure 3).
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Figure 2 : Effet d"une carence en vitamine A de 10 semaines et de 'administration d’AR sur
le rapport NAA/Cr dans le cortex, l'hippocampe et le striatum de rats Wistar.
Moyennes+ESM (n=5 pour chaque groupe) ; *P<0.05 entre témoins et carencés ; #P<0.05 entre
carencés et carencés +AR.
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Figure 3 : Effet d'une carence en vitamine A de 10 semaines et de ’administration d’AR sur
le rapport GSH/Cr dans le cortex, l'hippocampe et le striatum de rats Wistar.
Moyennes+ESM (n=5 pour chaque groupe) ; *P<0.05 entre témoins et carencés.

3.3.3.2 Effet de l'administration d’AR sur le marqueur ¢lial (Myo Inositol)

L’AR augmente le rapport MIns/Cr spécifiquement dans le cortex des animaux aussi
bien chez les rats carencés que chez les rats non carencés (C vs CAR : +19%, P=0,041;
Tvs TAR : +31%, P=0,024) (Figure 4).
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Figure 4 : Effet d"une carence en vitamine A de 10 semaines et de 'administration d’AR sur
le rapport MIns/Cr dans le cortex, I'hippocampe et le striatum de rats Wistar.
Moyennes+ESM (n=5 pour chaque groupe) ; #P<0.05 entre carencés et carencés +AR

3.3.3.3 Effet de l'administration d’AR sur les marqueurs d’intéqrité

membranaire (Cho) et d ‘osmolarité (Tau)

Dans le cortex et le striatum, I’administration d’AR tend a augmenter le rapport
Cho/Cr seulement chez les non carencés (CX: +43%, P=0,059; S: +31%, P=0,065). Par
ailleurs, cette administration a une tendance modeste a diminuer le rapport Tau/Cr
dans les trois structures seulement chez les rats carencés (CX: -17%, P=0,068 ; H : -
21%, P=0,078 ; S : -21%, P=0,085) (Tableau 1).

3.4 Discussion

Le premier objectif de ce travail a été d’évaluer les changements des profils neuro-
métaboliques induits par une durée de 10 semaines de carence en vitamine A afin de trouver
des marqueurs précoces potentiels de la pathologie. Le deuxiéme objectif a été de vérifier la
spécificité d’action de I’acide rétinoique sur ces parameétres métaboliques.

3.4.1 Effet de la carence :

La durée de 10 semaines de carence en vitamine A affecte principalement le cortex et
entraine une augmentation du rapport NAA/Cr et GSH/Cr, ce dernier tendant également a
augmenter dans le striatum.

3.4.1.1 Effet de la carence sur le marqueur du statut antioxydant

Le glutathion présent dans le cerveau, principalement sous forme réduite, est localisé
majoritairement dans les astrocytes, compartiment majeur de la glie qui fait d’eux des
acteurs essentiels du stress oxydatif(Cooper and Kristal 1997; Drukarch et al. 1998; Dringen et al.
2000). Le glutathion joue un role primordial dans la défense contre les radicaux libres
oxygénés (RLO) a I'origine du stress oxydatif. Comparativement autres organes, le cerveau
produit de grandes quantités de RLO du fait de sa forte activité respiratoire. Le systeme du
glutathion est constitué d’une forme réduite GSH qui prend en charge les RLO pour donner
la forme oxydée GSSG qui sera régénérée. La RMN du proton ne permet pas de distinguer
les éléments du couple GSH+GSSG, qui est évalué ici par 1H HRMAS, et I'interprétation des
données n’est jamais univoque quant a la prédominance de I'état oxydé ou réduit puisqu’il
n'y a pas d’évaluation de la vitesse de changement d’état du couple. Cependant une
augmentation quantitative du couple peut étre analysée comme une réaction adaptative a
une forte production radicalaire, et une diminution traduirait une insuffisance a lutter contre
les RLO. Ainsi, des niveaux réduits de GSH ont été retrouvés dans la plupart des pathologies
de type neurodégénératives (Sian et al. 1994; Dedeoglu et al. 2004) ainsi qu’au cours du
vieillissement (Chen et al. 1989). Ici, I’augmentation du rapport GSH/Cr dans le cortex apres
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10 semaines de régime dépourvu de vitamine A, pourrait étre expliquée par un mécanisme
mis en place par le cerveau afin combattre la production de RLO potentiellement produits
lors de la carence. Des liens ont pu étre établis entre rétinoides et glutathion par 1'équipe de
Wu et al (Wu et al. 2004) qui ont montré que RXRa régule I'expression d’enzymes du
métabolisme du GSH. Dans la MA, il a été montré que les ROL accélérent I'agrégation in
vitro des peptides AP. Par ailleurs, des liens forts ont été établis entre inflammation et MA,
lI'inflammation participerait a la MA (Heneka and O'Banion 2007) en générant des ROL. De
maniere intéressante, il a été montré que l'inflammation chez le rat entraine une
hyporétinolémie (Gieng et al. 2007). Nous supposons que la hausse de GSH observée dans le
cortex chez les rats carencés suggererait une augmentation des ROL due a la carence qui
participerait a la neuroinflammation.

3.4.1.2 Effet de la carence sur le marqueur neuronal

Alors qu’apres 14 semaines de carence, une diminution significative avait été observée dans
le cortex, I'hippocampe et le striatum des rats (Ghenimi Rahab N 2009) une durée de 10
semaines d’avitaminose A induit, de maniere inattendue une augmentation du NAA/Cr
dans le cortex des animaux. Le réle du NAA dans la littérature reste encore mal cerné, ainsi
plusieurs roles hypothétiques lui ont été attribués comme celui de régulateur osmotique, de
source d’acétate pour la synthése de myéline dans les cellules gliales, de précurseur direct du
NAAG neuromédiateur cérébral ou encore de facilitateur du métabolisme énergétique dans
les mitochondries neuronales. En RMN, il est admis comme étant un bon marqueur de la
densité et de I'intégrité neuronale car présent seulement dans les neurones et non dans les
cellules gliales (Simmons et al. 1991; Kalra et al. 1998; Jenkins et al. 2000; Uylings and de
Brabander 2002) le rapport NAA/Cr est retrouvé diminué dans la plupart des pathologies de
types neurodégénératives (Choi et al. 2007). Bien qu’initialement considéré comme un
marqueur stable, le NAA est aussi référencé comme un marqueur sensible de la fonction et
de la viabilité neuronale (Moore and Galloway 2002). Cependant une hausse du NAA est
observée dans le cas de la maladie de Canavan, maladie génétique développée pendant
I'enfance, et serait associée a une démyélinisation progressive cérébrale Par ailleurs, il a
récemment été montré que le taux de synthese de NAA est modestement augmenté chez
certains patients MA (Harris et al. 2006, Moffett et al. 2007). Les auteurs suggerent la mise en
place de processus adaptatifs compensatoires dans les neurones des malades. Ce type de
mécanisme adaptatif compensatoire (allostasique) pourrait apparaitre dans le cortex a la 10
semaines de carence afin d’entraver la mise en place du processus pathologique, alors
qu’aprés 14 semaines de carence les dégats métaboliques caractérisés par une diminution
drastique du rapport NAA /Cr sont irréversibles (Ghenimi Rahab N 2009).

3.4.2 Spécificité d’action de l'acide rétinoique

Le second objectif de ce travail était de préciser la spécificité d’action de 1'acide rétinoique
sur le profil neuro-métabolique cérébral par 1'étude des effets d’une administration d’AR
chez les rats carencés en vitamine A et chez des rats non carencés. Nos résultats montrent
qu'une administration d’AR a la dose de 150pg/kg pendant 4 jours suffit a modifier certains
marqueurs du métabolisme dans les trois structures cérébrales étudiées.
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3.4.2.1 Effet de ’AR sur NAA/Cr :

L’administration d’AR chez les rats carencés possede des effets différentiels sur NAA/Cr
selon la structure cérébrale, en particulier une augmentation dans 1I’hippocampe et une
diminution dans le cortex. Son action sur le NAA cortical semble de nature régulatrice en
restaurant un niveau semblable & celui observé chez le rat non carencé. Cependant,
'accroissement du NAA dans I'hippocampe apres ’administration d’AR, observé aussi bien
chez le carencé que le non carencé serait plutot liée a une grande susceptibilité de réponse de
la structure hippocampique étant connue pour étre particulierement sensible a 1'effet des
rétinoides (Etchamendy et al. 2001; Mingaud et al. 2007; Bonnet et al. 2008; Mingaud et al. 2008).

3.4.2.2 Effet de l” AR sur MlIns/Cr :

Le myo-inositol est synthétisé a partir du glucose dans plusieurs tissus (Beemster et al. 2002).
Dans le cerveau, le myoinositol est considéré comme un marqueur des cellules gliales (dont
une grande partie est constituée d’astrocytes) qui sont 1 a 10 fois plus nombreuses que les
neurones. Le rapport varie selon les zones du cerveau (O'Kusky and Colonnier 1982) et
augmente avec la phylogénie et la complexité du cerveau (Nedergaard et al. 2003). Ainsi
I’"hippocampe chez le rat est caractérisé par une quantité plus importante de cellules gliales
que dans le striatum. L’administration d’AR aux rats entraine une augmentation du Mins,
particuliérement prononcée dans le cortex des animaux carencés ou non en vitamine A, et
une tres légere tendance a I’augmentation dans le striatum et I’hippocampe des témoins. Ce
phénoméne pourrait traduire une augmentation de la proportion de cellules gliales ou une
stimulation « pharmacologique » de la synthése de myo inositol. Cette action plutot
« pharmacologique » de I’AR reste a expliquer et pourrait étre associée aux inositol
phosphoglycanes (IPG) médiatrices de l’action de l'insuline sur le métabolisme glucidique

(Kawa et al. 2003).

3.4.2.3 Effet de ’AR sur Cho/Cr :

La Choline est un marqueur de 'intégrité des membranes cellulaires cellulaire. En outre, une
corrélation entre le pic de choline et la quantité d’Acétylcholine a été récemment établie
(Wang et al. 2008). 98% de la Choline détectable en RMN correspond a la
Glycérophosphatidyl choline et la Phosphatidyl choline. La traduction de ses modifications
quantitatives reste ambigué. La tendance a 1”augmentation de la choline observée apres
administration d’AR chez les rats témoins pourrait indiquer un accroissement de la synthése
membranaire et de la prolifération cellulaire (Ramin et al. 2003) aussi bien qu'une altération
de l'intégrité membranaire.

3.4.2.4 Effet del” AR sur Tau/Cr :

La Taurine est un acide aminé connu pour étre un marqueur des variations osmotiques
(Taylor et al. 1995). En effet, Davies et al. (1998) ont montré que dans des cultures cellulaires,
un choc hypo osmotique entrainait une augmentation d"un facteur 20 de Taurine.

Tau/Cr est augmenté dans les cerveaux de rongeurs atteints de pathologies de type
neurodégénératives (Dedeoglu et al. 2004). Bien que I’atrophie cérébrale et I'augmentation du
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volume ventriculaire puissent éventuellement étre corrélatives de perturbation de I'équilibre
osmotique, la diminution de Tau/Cr sous 'action de 1’AR chez les rats carencés n’apparait
pas significative.

3.5 Conclusion

Nos résultats montrent qu'une dérégulation de la voie de signalisation des rétinoides par
carence vitaminique A a des conséquences précoces sur le métabolisme cérébral
principalement au niveau du cortex caractérisées par une augmentation du NAA/Cr et du
GSH/Cr. L’administration d’AR est régulatrice dans le cortex en rétablissant le niveau du
seul NAA/Cr. Nous suggérons, a 10 semaines de carence, que la hausse des rapports
NAA/Cr et GSH/Cr dans le cortex traduit la mise en place de mécanismes adaptatifs
compensatoires de type allostasiques cherchant a entraver le processus pathologique. Apres
14 semaines de carence, l'installation de processus pathologiques est alors caractérisée par
une diminution drastique du rapport NAA/Cr dans les trois structures associés a une
atrophie cérébrale et une augmentation des espaces ventriculaires (Ghenimi Rahab N 2009). 11
reste maintenant a préciser si cette régulation existe au niveau moléculaire ce qui fera I'objet
du prochain chapitre.
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CHAPITRE III
CARENCE VITAMINIQUE A ET PROCESSUS
AMYLOIDOGENE

1. Contexte scientifique

Divers arguments bibliographiques rapportés précédemment suggeérent 1'intervention des
rétinoides dans les processus neurodégénératifs associés a la maladie d’Alzheimer.
L'expression de nombreux génes impliqués dans la formation des peptides AP, et
conséquemment dans la formation des dépots amyloides qui participent a la formation des
plaques séniles caractéristiques de la maladie, est régulée par les récepteurs de l'acide
rétinoique. Parmi ces genes cibles, on peut citer ceux codant pour la protéine précurseur des
dépodts amyloides ou APP, pour les enzymes a-, 3- et y-sécrétase qui clivent la protéine APP,
et pour les protéines ApoD et IDE qui jouent un roéle déterminant dans le devenir des
peptides AP nouvellement formés. Ces données plaident en faveur d'une intervention de la
vitamine A dans les mécanismes biochimiques a l'origine de la formation des dépots

amyloides.

Les données présentées dans l'introduction bibliographique démontrent le role d’une
baisse de l'activité de la voie de signalisation des rétinoides dans la genese de troubles
neurobiologiques et cognitifs du sujet 4gé. Comme nous 1'avons déja montré, le modele de
carence en vitamine A, qui prétend modéliser la diminution naturelle de la biodisponibilité
en vitamine A liée a I'dge, induit des altérations neurobiologiques (plasticité synaptique et
neurogénése hippocampique) et mnésiques comparables a celles observées lors du
vieillissement normal. Ces résultats déja obtenus dans le laboratoire, associés aux données de
la littérature concernant l'implication des rétinoides dans la genese de la maladie
d’Alzheimer nous ont conduit a émettre 'hypothése de travail selon laquelle une carence
prolongée en vitamine A, en modulant l'expression de genes cibles, pourrait modifier
I'équilibre entre les voies physiologique et amyloidogénique de dégradation de I'APP et ainsi
induire des modifications biochimiques caractéristiques de la MA et notamment celles
inhérentes au processus amyloidogene.

2. Effet d'une carence vitaminique A de 10 et 13 semaines sur l'expression des
récepteurs de I'AR et celle de certains marqueurs du processus amyloidogéne

Dans ce contexte, une premiere étude a eu pour objectif d’étudier 1'effet d’une carence en
vitamine A, modérée ou prolongée, suivie ou non d'une administration d’AR sur
I'expression des RAR, des isoformes APP695 et APP770-751 dans le cerveau entier des rats.
L'expression de ces protéines associée a celles de BACE et des différents fragments APP-CTF
résultant du clivage de différentes sécrétase dont la BACE (i.e. APP-BCTF, APP-3'CTP, APP-
aCTF, et leurs formes phosphorylées) a également été mesurée dans l’hippocampe, le
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striatum et le cortex de rats soumis a une carence prolongée. Ce travail a fait I'objet de la
publication N°3.

2.1. Méthodologie utilisée :

Des rats au sevrage ont été divisés en 2 lots, témoins et carencés, selon leur régime
alimentaire. Apreés 10 ou 13 semaines de régime dépourvu en vitamine A, une partie des rats
carencés a reqgu, par injection sous-cutanée, 150ug d’AR/kg/j et pendant 4 jours.

L’expression des RAR, des isoformes de ’APP et de la BACE a été mesurée par RT-
PCR en temps réel, tandis que le taux des fragments APP-CTF a été quantifié par western-
blot.

2.2. Principaux résultats et discussion

Les résultats montrent que I'hypoexpression des récepteurs de 1'AR associée a la
carence vitaminique A s'accompagne d'une diminution de I'expression d’APP-695, de BACE
et des différentes formes phosphorylées du fragment APP-CTF uniquement dans le cerveau
entier et le cortex des rats soumis a un régime dépourvu de vitamine A pendant 13 semaines.

Nos résultats suggerent qu'une carence prolongée conduit a une modification du processus
de dégradation de 1'APP. Il semble que 1'état de carence induise un basculement progressif
de la voie physiologique vers la voie amyloidogénique. En effet, cette étude met en évidence
une augmentation significative du rapport des transcrits APP770-751/ APP695 entre les deux
durées de carence, dans le cerveau entier et dans le cortex des rats. Or, sur des tissus
humains obtenus post-mortem, une augmentation du rapport des transcrits APP751/ APP695
a été montré dans I'hippocampe de sujets atteints de la maladie d’Alzheimer par rapport aux
sujets témoins (Johnson et al. 1990). Les rapports étudiés dans ces deux études sont
comparables puisque l'isoforme 770 est en quantité négligeable chez le rat (et non chez
I"homme) (Sola et al. 1993).

D’apres (Edelberg and Wei 1996), la voie amyloidogénique est privilégiée chez les sujets
atteints de la maladie d”Alzheimer au détriment de la voie physiologique. La diminution du
taux du fragment APP-aCTF laisse supposer que la voie physiologique n'est pas favorisée en
situation de carence vitaminique A. Par ailleurs, les données de la littérature rapportent que
les formes phosphorylées du fragment APP-BCTF, sont des substrats privilégiés de la y-
sécrétase (Vingtdeux et al. 2005). Aussi, la diminution du taux protéique de ces différentes
formes suggere une augmentation du peptide AP via une augmentation de I'activité de la y-
sécrétase, ce qui est en accord avec les données de la littérature (Holback et al. 2005; Prinzen et
al. 2005).

La spécificité de réponse du cortex peut paraitre surprenante, cependant de nombreux
auteurs ont montré qu’'en dépit de la vulnérabilité de I'hippocampe dans la maladie
d’Alzheimer (Mishizen-Eberz et al. 2004), les premieres altérations de la voie de dégradation
de la protéine APP apparaissent au niveau du cortex (Vickers et al. 2000; Thal and Braak 2005).
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L’administration d’AR normalise le taux d'ARNm codant pour les récepteurs RAR et BACE
ainsi que le taux protéique des différents fragments APP-CTF. Ainsi, apres 13 semaines de
régime carencé en vitamine A, 'administration d'AR parait restaurer un équilibre entre la
voie constitutive et la voie amyloidogénique et prévenir de ce fait les dysfonctionnements de
type dégénératifs.

L’ensemble de ces résultats suggere une implication de la vitamine A dans les
processus impliqués dans I'apparition des dépots amyloides a l'origine de la formation des
plaques séniles observées dans la maladie d’Alzheimer. Ces résultats confortent les données
montrant qu’une carence prolongée en vitamine A peut conduire a l'apparition de dépdts A
chez le rat adulte (Corcoran et al. 2004). Ces données suggerent que ce modele de carence en
vitamine A, qui vise @ modéliser la diminution naturelle de la biodisponibilité en vitamine
A liée a I'age, induit dans un premier temps des altérations neurobiologiques et mnésiques
semblables a celles observées lors du vieillissement normal, puis si la carence se prolonge,
fait basculer certains processus vers des dysfonctionnements de types dégénératifs. La suite
du travail a donc consisté a préciser ces dysfonctionnements. Afin de privilégier la mise en
place de ces modifications, l'étude a été menée sur des animaux soumis a une carence
prolongée de 14 semaines.
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Recent data have revealed that disruption of vitamin A signaling
observed in Aleheimer’s disease (AD) leads to a deposition of B-amyloid
(A3). The aim of this study was to precise the role of vitamin A and its
nuclear receptors (RAR) in the processes leading to the A3 deposits.
Thus, the effect of vitamin A depletion and subsequent administration
of retinoic acid (RA, the active metabolite of vitamin A) on the
expression of RARB, and of proteins involved in amyloidoge
pathway, e.g., amyloid precursor protein (APP), B-secretase enzyme
(BACE), and APP carboxy-terminal fragment (APP-CTF) was exam-
ined in the whole brain, hippocampus, striatum, and cercbral cortex of
rats. Rats fed a vitamin A-deprived diet for 13 weeks exhibited
decreased amount of RARB. APP695, BACE. and of APP-CTF in the
whole brain and in the cerebral cortex, Administration of RA is able to
restore all expression. The results suggest that fine regulation of
vitamin A mediated gene expression seems fundamental for the
regulation of APP proc
© 2006 Elsevier Inc. All rights reserved,

Keywords: Vitamin A deficiency; Retinoic acid nuclear receptor (RAR);
Amyloid precursor protein (APP); p-Site APP-cleaving enzyme (BACE);
APP carboxy-terminal fragment (CTF); Rat cerebral cortex

Introduction

Retinoie acid (RA), the active metabolite of vitamin A,
mediates 1ts effect by inducing or repressing transcription of genes
through binding to specific nuclear receptors which are transerip-
tion factors: RAR (whose ligands are the all-trans RA and 9-cis

* Corresponding author. Fax: +33 5 40 00 27 76.
E-mail address: venderlingiistab.u-bordeaux1.fr (V. Enderlin).
" Fax: +33 5 40 00 27 76.
? These authors have contributed equally to this work.
* Fax: +33 3 20 62 20 72.
Available online on ScienceDirect (www.sciencedirect.com).

0969-9961/% - see front matter © 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/).nbd.2006.01.008

RA isomers) and RXR (whose ligand is the 9-cis RA isomer)
(Martll et al.. 2003). It s well-known that retinoids, and
particularly retinoic acid. play a critical role in a varicty of
essential [ife processes, including reproduction, embryonic devel-
opment, and modulation of the growth and differentiation of a wide
variety of mammalian cell types (Bonet et al.. 2003).

Presently, the role of retinoids in the adult central nervous
system is less conspicuous than their role in development and has
only recently attracted scientilic attention. Some data suggest that
fine regulation of retinoid mediated gene expression seems
fundamentally important for optimal brain functioning such as
LTP, synaptic plasticity, leaming, and memory (Enderlin et al.,
1997; Chiang et al., 1998; Etchamendy et al., 2001, 2003; Misner
et al., 2001; Coceo et al., 2002). Similarly, changes at the retinoid
level appear capable of producing alterations in neuronal target
proteins and consequently may aflfect physiological maintenance
processes in the mature brain (Malik et al., 2000; Lane and Bailey,
2005). Among the many genes whose expression 1s regulated by
RA. there are those coding for their own nuclear (Yamagata et al.,
1993) receptors and those coding for neuron-specific proteins
involved in many activities in the mature brain, ¢.g., nerve growth
factor (Fiorentini et al., 2002), N-methyl-D-aspartate receptor
(Beczkowska et al., 1996), dopamin receptor 2 (Farooqui, 1994),
choline acetyltransferase (Kobavashi et al., 1994), neurogranin
(Iniguez et al., 1994).

Recently, data from a number of studies have argued for the
involvement ol retinoid signaling in the ctiology of Alzheimer’s
disease (AD) (Goodman and Pardee, 2003; Corcoran et al., 2004).
This discase 1s characterized by the presence of two major
pathologic lesions, neuritic plaques, and neurofibrillary tangles.
Neuritic plagues are composed of extracellular fibrillar deposits of
p-amyloid peptide. The involvement of APP, an integral membrane
glycoprotemn, i the mechanisms of these deposits 1s well
documented (Neve et al., 1990; Sinha, 2002). The APP gene
undergoes alternative splicing to vield three major mRNA tran-
scripts, APP770, APP751, and APP695 with two minor transcripts,
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Fig. 1. Schematic representation of the APP amyloidogenic pathway. The p-secretase (BACE) cleaves APP695 leading to the secreted form of APP (APPsp)
and to the carboxy-terminal fragments (APP-RCTF and APP-R'CTF). The latter are cleaved by the vy-secretase complex, which generates a carboxy-terminal

fragment (yCTF) and the peptide Ap.

APP563, and APP714 (Tanzi et al., 1988). The APP770 and
APP751 isoforms are protected by the presence of the Kunitz
protease inhibitor (KPI) domain, whereas the APPG95 isoform,
lacking this KPI domain, undergoes amyloidogenic pathway-
related sequential proteolytic processing by - and y-secretases,
generating the pramyloid peptide (Ap peptide) (Leblane et al.,
1996; Simons et al., 1996; Gao and Pimplikar, 2001) (Fig. 1). The
more amyloidogenic fragment AP, 4 ageregates and forms the
nidus of plaque leading to cell death (Dugué et al., 2003). The
recently identified enzyme BACE is the major p-secretase
responsible for generation of AR peptides by neurons (Cai et al.,
2001; Bodendorf et al., 2002). This enzyme leads to the cleavage
of the APP cctodomain at the N-terminus region, producing
membrane-bound C-terminal fragments (APP-PCTF and APP-
B CTF), the direct precursors of AP (Evin et al., 2003). APP-CTF
is considered to be a potential carly marker for the biological
diagnosis of AD (Sergeant et al., 2002). Interestingly, several
studies have shown that expression of some of AD-related genes
are under control of RA in the brain, e.g., p-site APP-cleaving
enzyme (BACE) (Satoh and Kuroda, 2000), amyloid precursor
protein (APP) (Hung ¢t al., 1992; Yang ¢t al.. 1998; Murray and
Ihwe, 2003), or a-synuclein, a non-Ap component of amyloid
plaques (Satoh and Kuroda, 2001). Morcover, reccent studies have
revealed a deerease in serum retinol in AD patients (Bourdel-
Marchasson et al., 2001; Rinaldi et al., 2003). Some authors have
reported that (1) hypo-functioning of retinoid signaling pathway is
a key factor in development of AD (Goodman and Pardee, 2003),

and (i) disruption of retinoid signaling causes deposition of p-
amyloid in the adult brain (Corcoran et al., 2004). Finally, vitamin
A or retinoid seems to impair and destabilize preformed Ap
aggregates and consequently seems to protect against plaque
formation, probably via its nuclear receptors (Ono et al,, 2004,
Sahin et al., 2005), Such effects of vitamin A are of primary
importance in that attenuating AP mediated neuro-degeneration is,
today., of major consideration in a potential treatment for AD.

Thus, in the present study, the role of vitamin A, and its
receptors, in the processes leading to amyloid deposits was studied
in vivo. Therefore, using a model of postnatal vitamin A
deprivation, the effect of a vitamin A-free diet, with or without
administration of RA, on the amount of mRNA of RA nuclear
receptor (RARR)Y and on three target genes involved in amyloid
deposits (APP695 and APP770-751 and the p-secretase BACE) in
the whole brain and in hippocampus, striatum, and cortex of adult
rat was evaluated. We have choice to favor, in this study, the
quantification of RARPE mRNA since this isoform (i) is the major
receptor in the adult brain (Maret et al., 2005), (ii) seems up-
regulated by its own ligand in several organs including brain (Kato
¢t al., 1992; Yamagata ct al., 1993; Alfos et al., 2001). and (ii1) is
implicated in optimal adult brain functioning (Chiang et al., 1998;
Enderlin et al., 1997; Etchamendy et al., 2001, 2003; Husson et al.
2004).

The levels of mRNA were measured using a real-time
polymerase chain reaction (PCR). Moreover, using a Western blot
analysis, the amount of APP carboxy-terminal fragment (APP-

Fig. 2. Western blot analysis of APP-CTF in 13-week vitamin A deprived rats treated with RA or not. (A) Example of Western blot analysis of tubulin and APP-
CTF in the cortex of control rats, vitamin-A-deficient rats (VAD rats) and VAD rats treated by RA (VAD + RA rats). The five bands for the APP-CTF correspond
to (A) phosphorylated form of APP-BCTF (APP-PCTF");, (B) APP-ACTF; (C) phosphorylated form of APP-p'CTF (APP-/CTFP); (D) phosphorylated form of
APP-aCTF (APP-aCTF?) and APP-p3"CTF; (E) APP-«CTF. (B) Abundance of phosphorylated APP-pCTF (APP-pCTF?), APP-pCTF, phosphorylated APP-
B'CTF (APP-P'CTFP), phosphorylated APP-oCTF + APP-R'CTF (APP-«CTFYAPP-R'CTF) and APP-alCTF in the hippocampus, striatum, and cerebral cortex
of 13-week vitamin A deprived rats treated with RA or not. Data represent mean values of measures performed on five animals (n = 5), with the standard error
represented by vertical bars. *Mean value was significantly different from control rats (P < 0.05). O Depleted. ® Depleted + RA.
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CTF)., considered to be an indicator of biological diagnosis of AD,
was quantified.

Materials and methods
Experimental design

The study was conducted in accordance with the European
Communities Council Directives (861609/EEC). All the experi-
ments conformed to the Guidelines on the Handling and Training
of Laboratory Animals. The experimental design of postnatal
vitamin A deficiency was the same as that described by Husson et
al. (2003). Weaned male Wistar rats were purchased from Harlan
(Gannat, France). They were maintained in a room with a constant
airflow system, controlled temperature (21-23°C)yand a 12 h light/
dark cycle. The rats were allowed ad libitum access to food and tap
water and divided into two experimental groups: vitamin A
deficient (twenty animals); control (ten animals). The control diet
was the same as the vitamin-A-deficient diet plus vitamin A
(1515.15 ER/kg diet).

Animals were fed these diets for 10 or 13 weeks. At this time,
some of depleted rats were injected daily (150 pg/kg body weight)
for 4 days with retinoic acid (alf-trans RA; Sigma no. R2625) or
vehicle only. Control rats were injected with vehicle. RA was
dissolved in a mixture containing polyethyleneglycol/NaCl/ethanol
(70/20/10).

Quantification of mRNA

Rats of the different groups (controls rats, YAD rats, and
VAD rats treated by RA) were sacrificed by decapitation. The
brain was rapidly removed and stored at —80°C or individual
sections  (hippocampus, striatum, and cercbral cortex) were
dissected out and then stored at —80°C for subsequent
analysis.

Extraction of RNA was conducted using an extraction kit (RNA
plus, Q.BIO gene, lllkirch, France). The preparation of cDNA and
quantification of mRNA by real-time PCR were performed as
described in previous studies (Husson et al., 2003; Redonnet et al.,
2002). The oligonucleotides primers for GAPDH (housckeeping
gene) and RARP are the same as those previously used (Husson ct
al., 2004). The forward and reverse primer sequences for APP69S
were S-TGGAGGAGGTAGTCCGAGTTCCC, nt 863885 and 5'-
CTCTTTGGCTTTCTGGAAATGGG, nt 978956 (Shivers et al.,
1988), for APP770- 751 were 5'-CTCCCGCTGGTACTTTGATGT-
CAC, nt 937-960 and 5'-CTCTTTGGCTTTCTGGAAATGGG, nt
12131191 (Feng et al, unpublished), for BACE were 5'-
AGACGCTCAACATCCTGGTG, nt 684-703 and 5'-
CCTGGGTGTAGGGCACATAC, nt 830811 (Kitazume et al.,
2003). Primers were purchased from Genset (Paris, France). The

results were normalized by the ratio of the relative concentration of

target to that of GAPDH in the same sample.
Western blot analysis

Rats of the different groups (controls rats, VAD rats, and VAD
rats treated by RA)Y were sacrificed by decapitation, The brain was
rapidly removed, and individual regions (hippocampus, striatum
and cerebral cortex) were dissected out and stored at —80°C for
subsequent analysis.

Western blot analysis was performed as previously described
(Vmegtdeux et al., 2005) with minor modifications. Bram tissue of
the different groups was homogenized in Laecmmli sample buffer.
The same quantity of total brain proteins (60 pg/lane) was loaded
on a 16% Tris—Tricine SDS-polyacrylamide gel and transferred to
a nitrocellulose membrane at 3 mA/em? per gel using the semidry
Trans-blot SD Bio-Rad system (170-3940) (Bio-Rad Laboratories,
Munich, Germany). Proteins were reversibly stained with Ponceau
Red to check the quality of the transfer. The membranes were
preblocked in 0.15 M Tris— HCl pH 8.0, 1.39 M NaCl, 5% Tween-
20 (v/v) and 5% (w/v) of non-fat milk for 1 h, incubated overnight
at 4°C with primary antibody and incubated for 1 h at room
temperature with secondary antibody. The primary antibody used
(APPCter-CL7; 1/2000; a kind gift from André Delacourte, Lille,
France) was a polyclonal rabbit antibody raised against the last 17
amino acids of the human APP sequence (Sergeant et al., 2002),
The APP-CTF bands detected corresponded to APP-RCTF and
APP-R'CTF (products of the p-secretase BACE), APP-aCTF (the
a-secretase product), and to their respective phosphorylated forms,
APP-PCTFE?, APP-P'CTF?, and APP-«CTF" (Fig. 2A). Relative
level of B-tubulin, the internal control, was determined in these
experimental conditions. Immunoreactive polypeptide bands were
visualized enzymatically with an alkaline phosphatase-conjugated
anti-rabbit antibody. The P-tubulin antibody and the secondary
antibodies were from Sigma Immunochemical (Saint Quentin
Fallavier, France). The staining intensity of protein bands was
determined vsing Quantity One, quantification software (Bio-Rad
Laboratonies, USA). The relative levels m proteins in VAD rats
treated with RA or not were determined as a percentage of the
same profeins in control rats.

Proteins

Ihe concentration of proteins was determined according to
Bradford (1976) using a Bio-Rad protein assay (Bio-Rad Labora-
tories, Munich, Germany).

Statistical analysis

Values are given as means and standard errors of the mean
(SEM). The statistical significance of differences between means
was calculated by ANOVA followed by an appropriate post hoc
test (Fisher’s LSD test) using StatGraphics Plus Software
(Manugistics, Ine,, USA), £ values <0.05 were considered to be
statistically significant.

Results

Previous study showed that vitamin A-free diet consumption
for 10 weeks comrespond to the time course of vitamin A
depletion in rat (Husson et al., 2003). Following this period, the
serum retinol concentration as well as liver retinol concentration
significantly decreased in vitamin A deprived rats compared to
controls. Retinyl palmitate was almost undetectable in vitamin-A-
deficient rat liver.

In the present study, animals were fed a vitamin A-free diet
for 10 or 13 weeks, before the onset of apparent disease. Fig, 3
shows that the growth of the vitamin A deprived rats slowed
down effectively after 10 weeks and reached a plateau until 13
weeks.
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a0 Table 2
400 Effect of vitamin A deficiency for 13 weeks on the abundance of retinoic
= 350 acid receptor (RAR[), amyloid precursor protein (APP695, APP770-751)
= 300 mRNA in the whole brain of rats
E" 250 RARP APP69S APP770-751
i 200 mRNA (%mRNA GAPDH)
3
g = Controls 0.138 + 0.002* 4777 + 1.39° 10.24 L 0.89"
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Fig. 3. Effects of a vitamin A-free diet on body weight. Each point is the
mean for twelve or twenty-four rats for control or depleted animals,
respectively. ¥*Mean value was significantly different from that of control
animals. -@- Control rats. -O- Depleted rats,

Expression of RA nuclear receptors and target genes in the whole
brain of rats deprived of vitamin A for 10 or 13 weeks treated with
RA or not

I'he results are summarized in Tables | and 2.

Effect of vitamin A-free diet on RA nuclear receptor and amyloid
precursor protein isoforms
The level of RARP mRNA was lower in rat brain after 10 or 13
weeks of vitamin A-free diet consumption compared to control rat
brain (approximately —36% for both time periods tested).
Concerning the RA target genes, no change was observed in the
mRNA levels of APP695 and APP770-751 in the brain between

control and depleted groups after 10 weeks. After 13 weeks of

vitamin A-free diet, the abundance of APP695 was significantly
reduced (— 14%), whereas the level of APP770-751 mRNA was
unchanged.

Lffects of RA administration on RA nuclear receptor and amyloid
precursor protein isoforms

RA administration restored the depleted diet-related decreased
mRNA level of its own nuclear receptor and of the APP695

isoform. Indeed, RA treatment up-regulated the amount of

RARPE mRNA (+33% and +46% after 10 and 13 weeks,
respectively) and APP695 (+45% and +39% after 10 and 13
weeks, respectively) mRNA at least at the control level

Table 1

Effect of vitamin A deficiency for 10 weeks on the abundance of retinoic
acid receptor (RARP), amyloid precursor protein (APP695, APP770-751)
mRNA in the whole brain of rat

RARP APP695
mRNA (%mRNA GAPDH)

APP770-751

Controls 0.150 + 0.010* 47.82 + 1.38° 9.45+0.17*
Depleted 0.096 + 0.009" 49.53 £ 3.61° 8.97 £ 0.33"
Depleted + RA 0.128 + 0.010° 71.55 + 2.59" 11.27 + 0.38"

Data represent mean = SEM of measures performed on five animals (n = 5)
using real-time PCR.

In the same column, data indicated by different letters (a—c) are
significantly different, P < 0.05. Data were analyzed using post hoc Fisher
test.

Data represent mean + SEM of measures performed on five animals (n = 5)
using real-time PCR.

In the same column, data indicated by different letters (a—c) are
significantly different. 2 < 0.05, Data were analyzed using post hoc Fisher
test.

Moreover, the abundance of APP770-751 was increased by
RA treatment after 10 and 13 weeks of depnived diet (+26% and
+23%, respectively).

Expression of RA nuclear receptor and target genes in the
hippocampus, striatum, and cortex of rats deprived of vitamin A

for 13 weeks treated with RA or not

The results are summarized in Figs. 2B and 4.
Effect of vitamin A deficiency

Effect on RA nuclear receptor.
accompanied by an alteration in the level of mRNA of RARB in
the striatum and cortex. Indeed, the amount of RARP was lower in
the striatum (—45%) and in the cortex (—44%) of vitamin A
deprived rats compared to the control rat. The level of this nuclear

Vitamin A deficiency was

receptor was unquantifiable i the hippocampus.

Lffect on amyloid precursor protein isoforms. After 13 weeks
of diet, the mRNA level of APP770-751 was unchanged in all
three brain regions studied of vitamin A deprived rats compared
to the control animals. Regarding the amounts of APP695
mRNA, a significant decrease was observed in the vitamin A
deprived rat cortex (—37%), whereas no change was noted in
the hippocampus or in the striatum as compared to the controls.
Table 3 shows an increase in the APP770-751/APPG9S ratio in
the cortex of vitamin A deprived rats compared to the controls
(+36%).

Effect on p-site APP cleaving enzvme. Conceming BACE, the
amount decreased (—22%) i the cortex of vitamin A deprived rats,
whereas no difference was observed in the hippocampus or
striatum as compared to the controls.

Lffect on C-terminal fragment of APP level.  The present data
showed that VAD significantly affects the expression of APP-CTF
mainly in the cortex. In this region, a significant reduction in the
amount of phosphorylated APP-BCTF (—44%), phosphorylated
APP-p/CTF (—60%) and APP-aCTF (—76%) isoforms was
observed in vitamin A deprived relative to control rats. Surpris-
ingly, an increased expression of phosphorylated APP-pCTF was
also observed in the striatum.

In Western blot analyses, p-tubulin was investigated in order to
determine whether the changes in APP-CTF protein observed in
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Fig. 4. Abundance of retinoic acid (RARP), amyloid precursor protein (APP695, APP770—-751), and p-secretase (BACE) mRNA in the hippocampus,
striatum and cerebral cortex of 13-week vitamin A deprived rats treated with RA or not. Data represent mean values of measures performed on five
animals (n = 5), with the standard error represented by vertical bars. *Mean value was significantly different from control rats (P < 0.05). O Depleted. ®

Depleted + RA.

the cortex was associated with a generalized effect of dietary
vitamin A restriction. Analyses of control and deprived rats
revealed no significant difference in the expression of p-tubulin
(2636 + 106 in vitamin A depleted rats versus 2611 + 123 in
control rats).

Effect of RA administration

Effect on RA nuclear receptor mRNA level.  Administration of
RA was able to restore its own nuclear receptor mRNA levels in
the striatum and cortex of vitamin A deprived rats.

Effect on amyloid precursor protein isoforms.  The abundance of
APP770-751 mRNA was unchanged by RA administration in all
of the three brain regions studied. Concerning the APP695 isoform,
whereas no modification was observed in the hippocampus and

striatum, RA treatment restored the depleted diet-related decreased
mRNA level in the cortex.

Effect on f-site APP cleaving enzyme. The amount of BACE
mRNA was significantly increased (+23%) only in the cortex of
vitamin A deprived rats treated with RA.

Effect on the level of C-terminal fragment of APP.  Administra-
tion of RA increased the protein level of APP-CTF m the region
altered by depleted diet. Indeed, RA treatment restored the amount
of phosphorylated APP-RCTF, phosphorylated APP-p/CTF, and
APP- «CTF isoforms protein in the cortex. In the striatum, a region
which presents an important variability in the concentration of the
APP-CTF protein, RA significantly increased the amount of
phosphorylated APP-RCTF and decreased the amount of phos-
phorylated APP- «CTF + APP-B'CTF isoform. The protein level of
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Table 3
Effect of vitamin A deficiency for 13 weeks on the APP770-751/APP695
mRNA ratio in the hippocampus, striatum and cerebral cortex of rats

APP770-751/ APP695 mRNA (%mRNA GAPDH)

Hippocampus Striatum Cerebral cortex
Controls 0.234 + 0.022 0.197 £ 0.020 0.094 + 0.001
Depleted 0225+ 0.031 0.206 £ 0.011 0.128 + 0.001*
Depleted + RA - 0.198 £ 0.011 0.166 £ 0.019 0.105 £ 0.001

Data represent mean + SEM of measures performed on five animals (r =5).
The values show the ratio of the APP770-751 and APPG9S transcripts as
determined from quantification of real-time PCR.

* Post hoc Fisher tests: *P < 0.05 significantly different from control rats.

p-tubulin was unchanged by RA treatment (2767 + 193 in vitamin
A depleted rats treated with RA versus 2636 + 106 in vitamin A
depleted rats).

Discussion

The present study demonstrated that hypo-activity of the
retinoid signaling pathway leads to decrcased expression of
APP695, BACE, and APP-CTF in whole brain and cortex of rats
fed a vitamin A-free diet for 13 weeks. Administration of RA to
these vitamin A-deprived rats restored the amounts of both RA
nuclear receptor and related gene involved in the amyloid
deposits.

Expression of RA nuclear receptor and target genes in the brain of

rats deprived of vitamin A for 10 or 13 weeks

As shown in our previous study after 10 weeks of diet (Husson
ctal., 2003), rats fed a vitamin A-free diet for 13 weeks displayed a
significant hypo-expression of RARP in whole brain.

Whereas no modification was observed conceming the amount
of APP mRNA after 10 weeks of depleted diet, alteration of the
vitamin A signaling pathway was accompanied by a decreased
amount of APP695 mRNA in the whole brain after 13 weeks. This
decreased expression may be the result of decreased RA
bioavailability together with the lower amount of RARP. Indeed
in vitro studies have shown that the APP695 isoform may be
specifically regulated by RA treatment (Hung et al., 1992; Yang et
al,, 1998: Murray and lhwe, 2003). There is a longstanding
controversy as to which APP transcript is up- or down-regulated in
amyloidogenic discases. Nevertheless. loss of the bram-specific
APP695 has been deseribed in the AD cortex and hippocampus
(Johnson ct al., 1988, 1989). Present data revealed that the hypo-
expression of APP695 observed in rat brain appears to be depend
on the extent of vitamin A deficiency. In the paper Husson et al.
{2003), we have hypothesized that after 10 weeks of depleted diet,
vitamin A deficiency scems to be associated with adaptative
processes., so-called allostatic state, suggesting that many physio-
logical functions are mobilized and become stabilized at new levels
far from homeostatic equilibrium. This process of apparent stability
can return from homeostatic state or can lead to breakdown and
illness with a continuing lack (Sterling and Evyer, 1988). Thus, in
our opinion, after 13 weeks of deprived diet, the flexibility to
maintain stability through allostatic state decreased Ileading to
apparent signs of amyloid deposits characterized, m the present
study, by a decreased amount of APP695 mRNA.

In order to continue with this invesligation, a more precise
study of the etiology of the amyloid deposit within a prolonged
vitamin A deficiency (13 weeks) was performed. The expression of
RARP and that of RA related genes encoding for proteins which
are markers of this process were examined simultaneously, in brain
subfields, i.e., striatum, hippocampus, and cortex. The APP, the -
site APP-cleaving enzyme (BACE) that cleaves the APP695, and
its products, the APP C-termmal fragments (APP-RCTF and APP-
P'CTFY were studied. These precursors of the peptide AP are now
considered to be potential early markers for the biological
diagnosis of AD (Sergeant et al., 2002). The striatum was chosen
because many authors have suggested a predominant role of
retinoids in gene regulatory events in this subfield in adults, due to
a specific expression pattem of retinoid-binding protein and
aldehyde dehydrogenase as well as a high concentration of RA
in this region (McCaffery and Driger, 1994; Krezel et al., 1999;
Zetterstrom et al., 1999; Wagner et al., 2002). The hippocampus
and the cortex are two regions of the brain that exhibit a high
degree of vulnerability to neuro-degeneration and which develop
amyloid plaques in AD (Edelberg and Wei, 1996: Vickers et al.,
2000; Irizamry et al., 2001; Duyckaerts, 2004).

After 13 weeks of vitamin A-free diet, the decrcase in the
RARP mRNA level observed in the striatum of rats was consistent
with previous work obtained in rats fed a vitamin A deprived diet
for 10 weeks (Husson et al, 2004). In addition, in the present
study, a lower amount of RARB mRNA was observed in the cortex
of VAD rats, which was not observed after 10 weeks of deprived
dict. Thus, interestingly, the expression of witamin A nuclear
receptors was altered at first in the striatum, a region highly
sensitive to vitamin A bioavailability, and somewhat later in the
cortex. As observed in the whole brain, the decreased expression of
RARPB mRNA level was accompanied by hypo-expression of
APP695, This hypo-expression was specific to the cortex in this
model. The region-specific alteration of the expression of APP69S
was consistent with data reported by several authors showing that,
in spite of the vulnerability of the hippocampus associated with AD
(Mishizen-Eberz et al,, 2004), amyloid process but also AD
essentially first affects the integrity of cortical circuitry (Vickers et
al., 2000; Thal and Braak, 2005). Indeed, these last authors
described five phases in human brain Ap deposits evolution. The
first stage of AP deposition begins in the exclusively neocortex
before it expands to further areas and regions. The hierarchical
pattern reflects the clinical gravity of the discase. Moreover, the
lower level of APP695 mRNA in the cortex was in accordance
with an inerease in the ratio APP770-751/APP695. Indeed
Johnson et al. (1989) suggested that an increased ratio of APP-
T51/APP695 1s an important clue to the ctiology of amyloid
deposition and also of plague formation in AD.

Like RARP and APP695, the BACE mRNA content decreased
in the cortex of VAD rats compared to the controls. These results
are coherent with Satoh and Kuroda (2000), who observed a
positive regulation of BACE by RA in vitro. Moreover, Irizarry et
al. (2001) ha
deposit, espe
mRNA 1s surprising in that a lot of data have shown an mcreased
activity and protein level of BACE in the brain of AD patients
(Holsinger et al., 2002; Zohar et al., 2003; Fukumoto et al., 2004).
Nevertheless, Benjannet et al. (2001) have suggested that the
activity rate of BACE is related to numerous posttranslational
modifications. Furthermore, other authors report any change in
mRNA level of BACE in the brain of AD patients who suffer a

¢ shown colocalization of APP, BACE, and amyloid
1ally in the cortex. The decreased level of BACE
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high load of Ap plaque formation (Gatta et al., 2002; Zohar et al.,
2005). Conceming the amount of APP-RCTF, the results showed
no change in protein content in the hippocampus or in the
striatum. This protein level was not quantifiable in the cortex.
However, the 13-week vitamin-A-deficient rats exhibited a cortex
specific decrease in the APP-CTF phosphorylated forms, i.e.,
APP-ACTF", APP-FCTF", and concomitantly of APP-oCTF.

This observation is consistent with the decreased expression of

APP695, BACE, and RARP in the same brain arca. The
phosphorylated forms of APP-RCTF and APP-E'CTF seem to
play a determining role in CTF processing leading to neuritic
plaques formation, by facilitating their own cleavage into Ap by
the y-secretase (Vingtdeux et al., 2005).

In this way, the reduced levels of phosphorylated - and p'CTF,
which occurred in the cortex when vitamin A deficiency was
extended, might be due to a rise in y-secretase activity and so
might reveal an increased in AR formation. Indeed, some reports
revealed an iverse relationship between y-secretase and o- and
PCTE: (i) an elevation in the steady-state levels of - and PCTF in
PS-1 gene knockout mice (a member of the y-secretase complex)
(Sinha, 2002) and (i1) an accumulation of the y-secretase product
(yCTF) and a concomitant reduction in levels of both a- and pCTF
in different cell lines that over express PS-1 (Kim et al., 2003).
Moreover, the decreased amount of protein of the constitutively
fragment «CTF (the a-secretase product, generated during the
physiological pathway), noted in the cortex of vitamin-A-deficient
rats, might reflect an underlying neuropathic process, whereby
APP695 is converted to BCTF and so AP rather than to aCTF.
Indeed, such a process has been described in AD patients (Edelberg
and Wei, 1996). This hypothesis was supported by recent reports
suggesting an RA-associated shift of APP processing towards the
alpha secretase pathway (Holback et al, 2005; Prinzen et al.,
2005).

Together, these data demonstrated that hypo-activity of the

retinoid signaling pathway leads to decreased expression of

APP695, BACE, and APP-CTF in whole brain and cortex of rats
fed a vitamin A-free diet for 13 weeks. These results are coherent
with those of Corcoran et al. (2004), showing that a loss m RA
function can lead to a p amyloid deposition in the adult rat.

Effect of RA administration on the expression of RA nuclear
receptor and target genes in the brain of vitamin A deprived rats
for 10 or 13 weeks

As shown previously, administration of RA to vitamin-A-
deficient rats induces an up-regulation of its own nuclear receptors
and this occurs whatever the duration (10 or 13 weeks) of the
deficiency (Husson et al., 2003, 2004). Except the RARP
expression about which the recovery effect of RA was exerted in
the striatum and the cortex, other effects of RA administration to
vitamin-A-deficient animals were only observed in the cortex. The
in vivo effect of RA administration on the expression of APP695
constituted original results in that a similar up-regulation has been
only observed in studies using in vitro models (Konig et al., 1990;
Hung et al., 1992; Yang et al., 1998; Murray and [hwe, 2003). This
phenomenon occurred in whole brain and in the cortex of 13 week
vitamin-A-deficient rats, arcas that also exhibited altered APP695
expression. Surprisingly, if vitamin A deficiency remained without

ef
vitamin-A-deficient animals induced an increase in it in the whole
brain. The up-regulation of this APP isoform by RA has been

feet on the abundance of APP770 mRNA, RA (reatment of

shown in vitro (Yoshikawa et al,, 1990). As previously observed in
vitro, administration of RA reversed hypo-expression of BACE
(Satoh and Kuroda, 2000). In the same way, the reduced amounts
of the APP-CTF studied were normalized by RA treatment in the
cortex. Therefore, it was hypothesized that RA administration
restores the equilibrium between the constitutive and the amyloi-
dogenic pathways. The normalization effect of RA on the
APP770-751/APP69S5 ratio agrees with this hypothesis.

All these results, showing a recovery effect in amyloid deposits
indicators by treatment of vitamm A deficiency with RA, lead to
the conclusion that a collapse in retinoid signaling is, at least in
part, involved in the amyloid deposit process and that, to a certain
extent, RA treatment is able to reverse such a process.

Conclusion

I'he present data reveal a vitamin A deficiency-related
dysregulation of the amyloidogenic pathway in the cortex of rats,
which is known to be the first brain area altered by AD
development. In this region, the decrease of APP695 and BACE
mBRNA and APP-CTF protein levels observed was restored by RA
administration. These results complement earlier data revealing the
involvement of retinoid signaling in the ctiology of Alzheimer
diseases (Goodman and Pardee, 2003; Corcoran et al., 2004) and
argue for the potent anti-amyloidogenic effect of vitamin A
suggested, to date, by in vitro studies (Ono et al., 2004). It has
been hypothesized that vitamin A may protect neurons agamst
oxidative stress, which may result from excessive production of
AP (Grundman and Delaney, 2002). Our present study, using
animal model, suggests that vitamin A may prevent the develop-
ment of AD not only by scavenging reactive oxygen species, but
also by directly inhibiting the deposition of AR in the brain via the
regulation of target gene involved in amyloidogenic pathway.
Moreover, the present results are coherent with studies showing

that AD patients display low vitamin A serum concentrations
(Bourdel-Marchasson et al., 2001; Rinaldi et al., 2003).

Together, these data argue for an important role of vitamin A via
its nuclear receptors in the multiple processes involved m
regulating plaque formation and so could be considered as a key
molecule for development of therapies for AD. Attenuating Ap
mediated neuro-degeneration is today of major consideration as a
potential treatment of AD.
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3. Effet d'une carence vitaminique A de 14 semaines sur l'expression de certains
marqueurs du processus amyloidogeéne et sur le taux de peptides AP

Ce travail avait pour objectif d’étudier I'effet d’une carence prolongée en vitamine A
(14 semaines) suivie ou non d'un traitement par 1I’AR sur "expression et le taux protéique de
BACE, ADAMI10, PS1, IDE et ApoD, sur les activités a-, B- et y sécrétases et sur le taux de
peptides AB-40 et AP-42 dans I'hippocampe et le cortex de rats. Ce travail fait I'objet de la
publication N°4 en préparation.

3.1. Méthodologie utilisée :

Des rats au sevrage ont été divisés en 2 lots, témoins et carencés, selon le régime alimentaire
qui leur était fourni. Apres 14 semaines de régime dépourvu en vitamine A, une partie des
rats carencés a recu, par injection sous-cutanée, 150ug d’AR/kg d'AR quotidiennement
pendant 6 jours.

L’expression de BACE, ADAM10, PS1, IDE et ApoD a été mesurée par RT-PCR en
temps réel, leur taux protéique a été quantifié par western-blot. Les activités enzymatiques
ont été mesurées par fluorescence, et les taux de peptides Ap-40 et -42 par Elisa.

3.2. Principaux résultats et discussion

Les principaux résultats mettent en évidence une augmentation de l'expression de
BACE (ARNm et protéines), de PS1 et de l'activité enzymatique de la y-sécrétase (non
significative mais qui avoisine les 20%) dans le cortex des animaux carencés en vitamine A.
Concernant ApoD et IDE, la carence n'a pas induit de modification de leurs taux d'ARNm et
protéiques. Les modifications observées ne conduisent pas a une augmentation du taux de
peptides AP. Aucune modification importante de la voie physiologique n'a été observée.

Nos résultats nous confortent dans 1'idée qu'une carence vitaminique A prolongée
semble favoriser la dégradation de I’APP695 selon la voie amyloidogénique. Comme dans
I'étude précédente, les modifications observées apparaissent essentiellement dans le cortex,
premiere structure touchée dans la MA. L'augmentation significative du taux d’ARNm de
BACE observée chez les animaux carencés est en accord avec les résultats obtenus par (Li et
al. 2004) dans le cortex de patients Alzheimer. Nous pouvons ainsi proposer que
I'augmentation de la durée du régime dépourvu en vitamine A change les modalités de la
régulation physiologique de l'expression du géne cible BACE (observée dans I'étude
présentée précédemment) induisant ainsi la mise en place d'un processus pathologique.
Cette surexpression génique de BACE chez des rats carencés ne s’accompagne pas de
modification significative du taux protéique de BACE ni de I'activité enzymatique. Ces
résultats peuvent étre rapprochés de ceux de (Borghi et al. 2006) obtenus chez des patients qui
ne sont pas considérés comme atteints de MA mais qui développent des plaques amyloides
de maniére abondante. Concernant PS1, une augmentation significative de son taux
d’ARNm et de protéines a été observée dans le cortex des rats carencés en vitamine A ; cette
modification s’accompagne d'une augmentation de 'activité enzymatique non significative
mais proche de 20%. Nos résultats réveélent une modification de la régulation de I'expression
génique de PS1 par I’AR mise en évidence in vitro par (Flood et al. 2004) et laisse supposer un
basculement du processus biochimique de dégradation de la protéine APP en faveur de la
voie amyloidogénique dans le cortex, et par conséquent en faveur de la formation du peptide
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Ap. Des données bibliographiques ont effectivement montré (i) une corrélation positive entre
I'augmentation de I'activité enzymatique de la y-sécrétase et I'augmentation du processus
amyloidogene et (ii) une inhibition de la y-sécrétase induit une baisse de 40% de la formation
de peptide AP (Selkoe 2001). Nos résultats n'ont cependant pas permis d'observer des
modifications du taux protéique du peptide AP dans le cortex et I'hippocampe des rats
soumis pendant 14 semaines a un régime carencé en vitamine A.

L’administration d’AR semble normaliser les modifications induites par la carence. En effet,
dans le cortex, structure présentant les modifications associées a la carence les plus
importantes, la dégradation de la protéine APP selon la voie amyloidogenique semble étre
atténuée par une administration d'AR. En revanche, dans I'hippocampe, le traitement par
I’AR des rats carencés en vitamine A entraine une augmentation significative du taux
protéique de BACE (+20%), et de l'activité de I'enzyme P-sécrétase (+33%), et du taux des
peptides AB-40 et 42. Les travaux de (Li et al. 2006) suggerent que I’augmentation du taux de
transcription de BACE et de l'activité de l'enzyme [-sécrétase serait un élément clé du
processus amyloidogene et refleterait directement une augmentation du peptide A3 qui est a
I'origine de la formation des plaques amyloide. Cette augmentation a effectivement été
observée, de maniére plus prononcée dans l'hippocampe, chez les rats carencés traités par
I'AR sans toutefois augmenter le rapport AB42/Ap40, indicateur de la MA.

Les résultats obtenus dans cette nouvelle étude nous confortent dans l'idée d’une implication
de la voie de signalisation de la vitamine A dans le controle des processus impliqués dans
Uapparition des dépots amyloides. La régulation par I'AR de l'expression des protéines
impliquées dans les processus de dégradation de I'APP a essentiellement été mise en évidence
in vitro. Ce travail est la premiére étude qui consideére cette régulation dans un contexte
physiologique, chez l'animal entier. Il montre que les modalités de régulation de ces
protéines par I'AR sont modifiées avec la durée de carence induisant progressivement un
déséquilibre entre la voie constitutive et la voie amyloidogénique. Cette derniére devient
privilégiée mais ne conduit pas, dans le délai de I'étude, a une modification du taux de
peptides AP.

Concernant ce modele de carence, nous savons qu'il s'accompagne de modifications
déterminantes du statut thyroidien qui devient limitant dans la régulation par I'AR de ses
genes cibles. C'est pourquoi dans la suite de ce travail, nous avons étudié un autre type de
perturbation hormonale caractéristique du vieillissement : le statut thyroidien. Les relations
entre le statut vitaminique A et le statut thyroidien sont largement décrites dans la
littérature et nous savons en particulier que les animaux hypothyroidiens présentent une
altération simultanée des voies de signalisation de I'AR et de la T3 (métabolite actif des
hormones thyroidiennes).
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Vitamin A hyposignalling modulates APP degrading processing.

Ghenimi Rahab N., Troquier L., Redonnet A., Beauvieux MC., Gallis JL., Higueret P., Pallet
V., Enderlin V.

En préparation pour Neurobiology of aging

Alzheimer’s disease is characterized by extracellular neuritic plaques composed of
fibrillar p-amyloid (AP) peptide and intracellular neurofibrillary tangles containing
hyperphosphorylated tau. Clinical evidence has shown defective retinoid transport and
function in AD brain, suggesting that decreasing the availability of RA in the brain may
increase Af-associated neurodegeneration. Retinoic acid (RA), the active metabolite of
vitamin A (retinoids), has been shown to control, through its nuclear receptors: the RA
receptors (RARs) and retinoid X receptors (RXRs), the expression of genes related to APP
processing. Deprivation of vitamin A results in AP accumulation. In amyloid precursor
protein (APP) and presenilin 1 (PS1) double-transgenic mice, the administration of RA
prevents AP plaque accumulation, prevents APP processing. We then evaluated, in
hippocampus and cortex of rats, the effect of vitamin A deficiency (VAD), with or without
subsequent administration of RA, on the expression (mRNA, proteins) of retinoid target
genes involved in physiologic and amyloidogenic pathways of the APP processing (APP,
ADAM 10, BACE, PS1, APOD and IDE). The activity of secretases and A peptides has been
also quantified. Our study evidenced that hypoactivity of retinoid signalling change the
equilibrium between non amyloidogenic and amyloidogenic pathways of the APP
processing particularly in the cerebral cortex of rats fed a vitamin A-free diet for 14 weeks.
Administration of RA to these vitamin A deprivated rats (i) on one hand reduced the RA
hyposignalling related amyloidogenic pathway modifications observed in the cortex, (ii) on
the other hand increased some indicators of amyloidogenic pathway of APP processing
leading to an increased of AP peptides in the hippocampus. The present data reveal a
vitamin A deficiency-related dysregulation of the amyloid pathway in the cortex of rats,

which is known to be the first brain area altered by AD development.
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1. Introduction

AD is the most common cause of dementia in the elderly, characterized by the
progressive deterioration of cognitive functions. Clinical symptoms include alterations in
neural plasticity (e.g. the loss of selective neurons and synapses), extracellular senile plaques
containing amyloid-f peptides (AP-40 and ApP-42) deposits, as well as intraneuronal
neurofibrillary tangles (Selkoe 2001). AP peptides are generated by two sequential
endoproteolytic cleavages of the 3-amyloid precursor protein (APP) catalyzed initially by the
B- site APP-cleaving enzyme 1 (BACE1) and subsequently by y-secretase (Shoji et al. 1992;
Saido et al. 1996, Vassar 2004). Aggregated of AP peptides resulting from this amyloidogenic
pathway of the APP processing seem having a central role in AD pathology. In physiological
conditions a secretary pathway of APP includes the cleavage of APP by a putative a-
secretase in the AP region, thereby precluding the formation of Af. This type of a-secretase
activity has been attributed to the metalloproteinases ADAMY and ADAM10 (Selkoe 2002).

Some data reveal that retinoid hyposignalling, presumably resulting from decreased
bioavailability of retinoid ligands naturally, was shown to result in aging-related synaptic
plasticity and long term potentiation (LTP) alterations as well as in aging-related decline of
cognitive function (Enderlin et al. 1997; Etchamendy et al. 2001; Feart et al. 2005, Mingaud et al.
2008). Response to vitamin A is performed by its active metabolite, the retinoic acid (RA)
which mediates its effect by inducing or repressing transcription of genes through binding to
specific nuclear receptors which are transcription factors: RAR (whose ligands are the all-
trans RA and 9-cis RA isomers) and RXR (whose ligand is the 9-cis RA isomer) (Marill et al.
2003). Genetic, metabolic and dietary evidence has been provided for a defective retinoid
metabolism in AD: serum level of the vitamin A is decreased in AD patients (Zaman et al.
1992; Jimenez-Jimenez et al. 1999). The activity of retinaldehyde dehydrogenase (RALDH),
enzyme that generate RA, is increased in AD brain (Connor and Sidell 1997). Genetic linkages
can be found to AD for markers close to chromosomal loci coding for genes retinoid cellular
or nuclear receptors as well as for vitamin A metabolic enzyme (Goodman and Pardee 2003).
Finally, key steps of the amyloid production process are under the control of proteins whose
expression is positively regulated by RA in vitro, including: APP, the p-site APP cleaving
enzyme (BACE or [-secretase), presenilin 1 and 2 (PS1 and PS2), two of the complex y-
secretase proteins (their up-regulation by ATRA might promote plaque formation), as well as
ADAMI10 (Culvenor et al. 2000; Satoh and Kuroda 2000; Lane and Bailey 2005; Prinzen et al. 2005;
Tippmann et al. 2009). Interestingly, an in vitro study revealed that RA treatment increases the

ADAMI10 protein level much more than that of BACE, suggesting a shift in APP processing
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toward the a-secretase pathway in response to RA (Holback et al. 2005; Holback et al. 2008).
The insulin degrading enzyme (IDE), a metalloprotease enzyme responsible for insulin
degradation, has been shown to play a key role in Ap peptide degradation both in vitro and
in vivo, and is selective for the AP monomer. Its activity, protein and mRNA levels are
decreased in AD brain tissue and are associated with increased AP levels (Perez et al. 2000;
Miller et al. 2003; Zhao et al. 2004; Miners et al. 2008), suggesting that the modulation of IDE
activity may alter the risk for AD. IDE contains a RARE response element in its promoter and
the transcription of IDE is positively regulated by RA (Melino et al. 1996).

Clinical evidence has shown defective retinoid transport and function in AD brain
(Goodman and Pardee 2003), suggesting that decreasing the availability of RA in the brain may
increase All-associated neurodegeneration (Goodman 2006, Maden 2007). It had been shown
that the disruption of retinoid signaling causes the deposition of B-amyloid in the adult brain
(Corcoran et al. 2004). Similarly, vitamin A (or retinoid) inhibits and destabilizes preformed
AP aggregates and consequently protects against plaque formation, probably via its nuclear
receptors (Ono et al. 2004; Sahin et al. 2005, Husson et al. 2006). (Husson et al. 2006) have
revealed a vitamin A-deficiency-related dysregulation of the amyloidogenic pathway of the
APP processing in the cortex of rats, characterized by (i) an increase in the APP770-
751/ APP695 ratio, which is an important clue to the etiology of amyloid deposition and also
of plaque formation in AD patients (Johnson et al. 1990; Preece et al. 2004), and (ii) a reduced
levels of phosphorylated APP-B and -B’CTF which might be due to a rise in y-secretase
activity and thus, might reveal an increase in AP formation (Vingtdeux et al. 2005).
Administration of RA to these vitamin A deprived rats restored all the modifications
observed. Finally, very recently, several authors have reported results supporting all-trans-
retinoic acid (ATRA) as an effective therapeutic agent for the prevention and treatment of
AD. In amyloid precursor protein (APP) and presenilin 1 (PS1) double-transgenic mice, the
administration of ATRA induced a robust decrease in brain AP deposition and tau
phosphorylation (Ding et al. 2008).

Together, these data indicating the involvement of retinoid signalling in the processes
involved in the elderly as well as in the Alzheimer's disease argue for the potent anti-
amyloidogenic effect of vitamin A. Nevertheless, the underlying molecular mechanisms are
incompletely understood. We hypothesized that hypoactivity of retinoid pathway which
take place during aging, by inducing modifications of the expression of its target genes could
change the equilibrium between non amyloidogenic and amyloidogenic pathways of the

APP processing, leading to the accumulation of the AP peptide. In the present study, in order
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to precise the involvement of vitamin A signalling pathway on AP deposition, we
investigated the expression and protein level of RA target genes i.e. BACE, ADAM10, PS1,
IDE and ApoD (apolipoprotein D) which may function to facilitate aggregation of A (Desai
et al. 2005), the enzymatic activity of a-, - and y-secretase and finally the protein level of A(-
40 and AB-42 in vitamin A depleted rats administrated or not by RA. Interestingly, this VAD
model was responsible for alteration of the neuronal plasticity as well as for cognitive
impairment similar of those observed during aging (Etchamendy et al. 2003, Husson et al. 2004;
Bonnet et al. 2008). Investigations had been realized in the hippocampus and the cortex of
animals, two regions of the brain that exhibit a high degree of vulnerability to neuro-
degeneration and which develop amyloid plaques in AD (Edelberg and Wei 1996; Vickers et al.
2000; Irizarry and Hyman 2001; Irizarry et al. 2001; Duyckaerts 2004).

2. Materials and methods

Animals and treatments

Weaning male Wistar rats (3-week old) were purchased from Harlan (Gannat, France). They
were housed two per cage in a room with a constant airflow system, controlled temperature
(21-23°C), and a 12 h light/dark cycle. The rats were given ad libitum access to food and
water and were randomly divided into two experimental groups. One group (n=28)
received a vitamin A-free diet (Laboratorio Piccionni, Italy), whereas the second group (n=
14) was fed with a control diet containing 5 IU retinol/g (INRA, Jouy en Josas). All
experiments were performed in accordance with the European Communities Council

Directives (86/609/EEC) and the French national Committee (87/848) recommendations.

RA injections. At the 13th week, half the VAD rats were injected daily with RA (150 pg of all-
trans-RA /kg, Sigma, France) during one week. RA was dissolved in a mixture (vehicle)
containing polyethyleneglycol-NaCl-ethanol (70:20:10, by vol.). This dose of RA was shown
to be effective in reversing age-related hypoexpression of brain signalling and its associated
memory impairment (Etchamendy et al. 2001). Others animals groups (the other half of the
VAD and controls) were treated daily with vehicle only the same time. Rats were sacrificed

by decapitation, hippocampus and cortex were rapidly removed and stored at -80°C.
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Measurement of serum retinol concentration

Blood was collected and spun at 3000 rpm for 15 minutes. The supernatant was removed and
snap frozen on dry ice. Serum retinol was assayed by HPLC according to a previously

described method (Leclercq and Bourgeay-Causse, 1981).

Real-Time PCR analysis

Expression of genes implicated in retinoid signalling and associated with Alzheimer disease
was measured by RT-PCR. Extraction of RNA was conducted using an extraction kit (Trizol
reagent, Invitrogen, France) according to the manufacturer's instructions. The quality and the

concentration of RNA were determined by spectrophotometry using NanoDrop® ND-1000.

Then, the integrity of the purified RNA was verified using the RNA 6000 Pico LabChip kit in
combination with the 2100 Bioanalyser (Agilent Technologies). Using OligodT and random
primers (Promega, France), cDNA was synthesized with ImPromll reverse transcriptase
(Promega, France). Briefly, 1 pg of total RNA mixed with RNasin (Promega, France) and
DNase (Roche, France) was incubated at 37°C. Then, OligodT plus random primers were
added for incubation at 70°C. The reverse transcriptase reaction was performed at 42°C for
60 min in a final volume of 20 ul. The polymerase chain reaction (PCR) was performed in a
LightCycler system (Roche Diagnostics, Germany). The forward and reverse primer
sequences for each gene are in Table 1. To detect target genes amplification products, a
LightCycler DNA Master SYBR Green I kit was used according to the manufacturer's
instructions. PCR was performed in micro-capillary tubes in a final volume of 20 pul,
containing 1x LC-DNA Master Green I mix, 4 mM MgCly, 0.5 pM of each primer and 2.5 ng
of cDNA. Quantification data were analysed as described by (Feart et al. 2005). The specificity
and the identity of the amplified products was verified as follows: (1) melting curve analysis
showed a single melting peak after amplification, and (2) amplified products for each gene
were verified by sequencing with the Big Dye Terminator v1.1. (Applied Biosystems) and
analyzed on a ABI 3130 sequencer (Applied Biosystems). The results were normalized by the
ratio of the relative concentration of target to that of PPIB (cyclophiline B) in the same

sample.

Western blot analysis

Brain tissue of the different groups was homogenized in  secretase extraction buffer and

whole homogenate was then centrifugated at 15000 rpm for 10 min at 4°C, supernatant was

92



Chapitre I11

removed and stored at -80°C until used. Quantification of total proteins was made using
BCA kit measuring absorbance at 562 nm. The samples of each supernatant were heat-
blocked for 5 min in a loading buffer (Tris-HCl 0.5M, 5% SDS, 25% glycerol, 5% p-
mercaptoethanol, 0.02% bromophenol blue, pH 6.8). The same quantity of total brain
proteins respectively 15ug/lane for cortex and 10pg/lane for hippocampus was then loaded
on a 9% Tris-Glycine SDS-polyacrylamide gel and transferred to a nitrocellulose membrane
at 3 mA/cm? per gel using the semidry Trans-blot SD Bio-Rad system (170-3940) (Bio-Rad
Laboratories, Munich, Germany). Proteins were reversibly stained with Ponceau Red to
check the quality of the transfer. The membranes were preblocked in PBS Tween1% non fat
milk 5% (NaCl 0,145 M ; NAH2PO4-H20 1,5mM ; NA2HPO4 anhydre 8 mM) for 1 h30,
incubated overnight at 4°C with primary antibody and incubated for 1h at room
temperature with secondary antibody. Primary antibodies used are: anti-BACE1 1:2000
(Calbiochem), anti-ADAM10 1:2000 (Calbiochem), anti-PS1 1:1000 (Affinity Bioreagents),
anti-IDE 1:1000 (SantaCruz), anti-ApoD 1:1000 (SantaCruz), anti-actin 1:8000 (Sigma).
Membranes were washed with PBS Tween 1% non fat milk 5% and proteins visualized using
the enhanced chemiluminescence method (“Western lightning”, Perkin Elmer). The staining
intensity of protein bands was determined using Quantity One, quantification software (Bio-
Rad Laboratories, USA). The relative levels in proteins in VAD rats treated with RA or not

were determined as a percentage of the same proteins in control rats.

Activities of a- and B-secretases

The total activities of a- P and y-secretases present in hippocampus and cortex were
determined using commercially available secretase-Kits from R&D systems (Wiesbaden,
Germany) according to the manufacture’s protocol. The structures isolated from one
hemisphere were homogenized in cold 1 X Cell Extraction Buffer (ready for use in the kit) to
yield a final protein concentration between 0.5 to 2 mg/ml. The method is based on the
secretase-dependent cleavage of a secretase-specific peptide conjugated to the fluorescent
reporter molecules EDANS and DABCYL, which results into the release of a fluorescent
signal that can be detected on a fluorescent microplate reader (excitation wavelength of
355 nm and emission at 510 nm). The level of secretase enzymatic activity is proportional to
the fluorometric reaction, and here the data are expressed as a percentage of the same

activities in control rats.
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ELISA ApB

Tissue levels of A} were measured using enzyme linked immunosorbent assay (ELISA). For
ELISA, the dissected brain tissues were homogenized in 800ul or 500ul, respectively for
cortex and hippocampus of Tissue Protein Extraction Reagent (T-PER, Pierce) containing
ImM of AEBSF. The homogenates were centrifuged at 15000 rpm for 5 min to pellet
cell/tissue debris. Supernatant was collected and total protein levels were measured using
Bio-Rad Assay Kit (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Levels of Ap1-40 and Ap1-42
were measured using commercially available Human/Rat  amyloid (40) and (42) Elisa kit
Wako (Wako Pure Chemical Industries, Ltd., Osaka, Japan) according to the manufacturer’s
instructions. Briefly, duplicate standards (AP1-40 or AP1-42) and tissue extracts were
incubated overnight at 4°C in coated plates with anti-human Ap11-18 monoclonal antibody
(clone BNT77). After washing, all wells were incubated with horseradish peroxidase (HRP)-
conjugated anti-Ap1-40 monoclonal antibody (clone BA27) or anti-AB1-42 monoclonal
antibody (clone BC05) for 60 min at 4 °C. After washing, wells reacted with TMB solution.
Absorbance at 450 nm was determined using the Victor Multilabel plate reader (Perkin
Elmer). Data are expressed as mg protein (cortex and hippocampus) as a percentage of the

same proteins in control rats.

Statistical analysis

The statistical significance of differences between means was calculated by analysis of
variance (ANOVA). The F-value is determined in the ANOVA-table and should be above a
critical F-value. When F-value indicated significance, means were compared using the
Tuckey's post-hoc test for all data. p values <0.05 were considered to be statistically

significant.

3. Results

3.1 Status of vitamin A deficiency

Previous study showed that vitamin A-free diet consumption for 10 weeks correspond to the
time course of vitamin A depletion in rat (Husson et al. 2003). Following this period, the
serum retinol concentration as well as liver retinol concentration significantly decreased in
vitamin A deprived rats compared to controls. Retinyl palmitate was almost undedectable in

vitamin A deficient rat liver.
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As described previously by (Bonnet et al. 2008) serum retinol concentration was drastically
reduced in animals were fed a vitamin A free diet for 14 weeks (< 0.01 pmol/I in VAD rats
versus 1.46 = 0.08 pmol/1 in control rats). Growth of VAD rats slowed down after 6 weeks

(p=0.0007, VAD versus controls) and reached a plateau until 14 weeks (figure 1).
3.2 Effect of vitamin A deficiency
3.2.1 on RA nuclear receptor

The level of RARP mRNA was 28% and 18% lower respectively in hippocampus (0.940 +
0.113 versus 1.302 £ 0.096, P=0.042) and cortex (1.319 + 0.148 in depleted rats versus 1.607 +

0.089, P=0.12 in control rats) of vitamin A deprived rats compared to control rats.

3.2.2 on the expression and activity of ADAM10, a non amyloidogenic pathway
indicator

No significant change of ADAMI10 expression and enzymatic activity was observed in the

hippocampus of vitamin A deprived rats compared to the controls (figure 2a). In the cerebral

cortex, whereas mRNA level was significantly increased about 18 % (P=0.011) in the vitamin

A deprived rats compared to the control animals, no difference was observed for protein

level and for a-secretase activity (figure 2b).

3.2.3 on the expression and activity of some amyloidogenic pathway indicators
Concerning BACE, the mRNA increased in the cortex and hippocampus (respectively +25%,
P=0.014 and +30%, p=0.0095) of vitamin A deprived rats compared to the controls (figure 3).
Regarding BACE protein level and {-secretase activity, no difference was observed in the
vitamin A deprived rat hippocampus compared control rats (figure 3a). In the cerebral cortex
a weak but significant decreased of B-activity (-9%) had been observed in the VAD rats

compared to the controls (figure 3b).

Concerning PS1, a significant increased level of about 56% (P=0.015) was observed in the
hippocampus of VAD rats compared to control rats (figure 4a). In the cerebral cortex, VAD
increased the mRNA (+21%, p=0.17) and protein (+48%, P= 0.0031) levels; in the same way y-
secretase activity was weakly but significantly increased about 9 % in vitamin A deprived

rats compared to the control animals (figure 4b).

3.2.4 on the level of AP-40 and -42 peptides
The amount of AP40 and AP42 peptides levels was unchanged in the cortex and in the

hippocampus of vitamin A deprived rats compared to control animals (table 2).
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3.2.5 on the expression of IDE and ApoD
No significant changes of ApoD and IDE expression was observed in hippocampus of
vitamin A deprived rats as compared to the controls (tables 3 and 4). In the cerebral cortex,
whereas the abundance of mRNA was unchanged, the protein level of IDE and ApoD was
increased about 26% (p=0.10) and 40% (p=0.023) respectively in vitamin A deprived rats as

compared to the controls.

3.3 Effect of RA administration

3.3.1 on RA nuclear receptor

RA administration increased its own nuclear receptors mRNA levels of about 27% in the
hippocampus (1.069 + 0.029 in VAD rats treated by RA versus 0.840 * 0.046 in VAD rats,
P=0.0013) and 16% in the cortex (1.530 + 0.167 in VAD rats treated by RA versus 1.318 + 0.148
in VAD rats, P=0.36).

3.3.2 on the expression and activity of ADAM10, a non amyloidogenic pathway
indicator
RA administration to VAD rats unchanged the expression and the activity of ADAM10 in the

brain regions studied (figure 2).

3.3.3 on the expression and activity of some amyloidogenic pathway indicators
The abundance of BACE mRNA was unchanged by RA administration in the two areas
studied. Concerning the BACE protein level and enzymatic activity, whereas a significant
increased level was observed in the hippocampus (respectively +20%, p=0.025 and +30%,
p<0.001), a significant decreased about 12% of protein level was observed in the cerebral
cortex (figure 3). A significant increased amount of PS1 protein (+31%, p<0.001) was
observed in the hippocampus of vitamin A deprived rats administrated by RA as compared
VAD rats (figure 4a). In the cerebral cortex, no significant changes were observed in VAD
rats treated by RA even if RA treatment was able to reduce about 16% the increased protein

level associated to VAD (figure 4b).
3.3.4 on the level of AP-40 and -42 peptides

The amount of the APB-40 peptide was significantly increased in the cortex (+20%, P=0.005)
and in the hippocampus (+45%, p<0.001) of vitamin A deprived rats treated with RA as
compared to VAD rats (table 2). Regarding the amount of AP-42 peptide, whereas no change
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was observed in the cortex, a significant increased of about 40% (P=0.002) was observed in

the hippocampus following RA administration in vitamin A deprived rats.
3.3.5 on the expression IDE and ApoD

After RA administration, only a significant increased of IDE mRNA abundance (+10%,
P=0.015) was observed in the hippocampus of vitamin A deprived rats (table 3). In the
cortex, the administration of RA increased the protein level of ApoD about +53%, (p<0.001)
whereas no modification was observed concerning IDE mRNA and protein levels as

compared to VAD rats (tables 3 and 4).
4. Discussion

4.1 Effect of vitamin A deficiency on APP processing in the brain of rats

Our study evidenced that hypoactivity of retinoid signalling change the equilibrium
between non amyloidogenic and amyloidogenic pathways of the APP processing
particularly in the cerebral cortex of rats fed a vitamin A-free diet for 14 weeks.
Administration of RA to these vitamin A deprivated rats (i) on one hand reduced the RA
hyposignalling related amyloidogenic pathway modifications observed in the cortex, (ii) on
the other hand increased some indicators of amyloidogenic pathway of APP processing

leading to an increased of Af3 peptides in the hippocampus.

The region specific modifications observed in the present study were consistent with data
reported by several authors showing that, in spite of the vulnerability of the hippocampus
associated with AD (Mishizen-Eberz et al. 2004) amyloid process but also AD essentially first
affects the integrity of cortical circuitry (Vickers et al. 2000; Thal and Braak 2005). Husson et al.
(2006) have revealed, specifically in the cerebral cortex, an increase in the ratio APP770-
751/ APP695, considered as an important clue to the etiology of amyloid deposition and also

of plaque formation in AD (Johnson et al. 1990), in rats fed a vitamin A-free diet for 13 weeks.

Rats fed a vitamin A-free diet for 14 weeks displayed a hyposignalling RA pathway
characterized by a decrease in RARP mRNA level in the striatum (data not shown),
hippocampus and cerebral cortex. This alteration of vitamin A signalling pathway was
accompanied by an increased mRNA amount of ADAM10, BACE and PS1, three RA target
genes involved in non amyloidogenic and amyloidogenic pathways of the APP processing.
These results, which may be associated with the decreased RA bioavailability, differed from

those obtained by several authors showing, mainly in vitro, a positive regulation of these
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genes by RA (Johnson et al. 1990; Satoh and Kuroda 2000; Flood et al. 2004; Lane and Bailey 2005;
Prinzen et al. 2005). Husson et al. (2006) have suggested that from 13 weeks of depleted diet,
vitamin A deficiency seems to be associated with adaptative processes, so called allostatic
state, suggesting that many physiological functions are mobilized and become stabilized at
new levels far from homeostatic equilibrium. This process of apparent stability can return
from homeostatic state or can lead to breakdown and illness with a continuing lack (Koob and
Le Moal 2001). Thus, in our opinion, 14 weeks of deprived diet induces physiological

dysregulation in the modulation of RA target genes.

4.1.1 Effect of vitamin A deficiency on the non amyloidogenic pathway of the APP

processing

The non amyloidogenic pathway of APP processing involves APP cleavage within the
AP sequence by a secretase, precluding the AP formation. The N-terminal domain of APP
releasing, i.e. APPsa, has neuroprotective properties (Allinson et al. 2003; Kojro and Fahrenholz
2005; Bell et al. 2008). ADAM10, a member of ADAM (a disintegrin and metalloproteinase)
family of proteinases, acts as an efficient a-secretase (Tippmann et al. 2009). (Prinzen et al.
2005) have identified RA as an inducer of human ADAMI10 promoter activity. Also, it was
recently reported that RA increased both mRNA and protein levels of ADAM10 in SH-SY5Y
cells (Endres et al. 2005). In VAD rats which display a vitamin A hyposignalling, no difference
was observed for ADAM10 protein level and for a-secretase activity. Thus, cleavage of APP
via a non amyloidogenic pathway was preserved after 14 weeks of deprived diet in spite of

physiological dysregulation in the modulation of RA target genes.
4.1.2 Effect of vitamin A deficiency on amyloidogenic pathway of the APP processing

(Fahrenholz and Postina 2006) have demonstrated a competition of the a-secretase
ADAMI10 with the -secretase BACE for the substrate APP. In the present work, the BACE
mRNA content increased in the hippocampus and cortex of VAD rats compared to the
controls. Regarding BACE protein level and P secretase activity, no difference upper than
12% was observed in the vitamin A deprived rat cortex or hippocampus as compared to the
controls. There is a longstanding controversy as to which BACE transcript is up- or non-
regulated in amyloidogenic diseases. Nevertheless, no change in mRNA level of BACE has
been described in the brain of AD patients who suffer a high load of AP plaque formation
(Gatta et al. 2002; Zohar et al. 2005). An increase of BACE activity has been demonstrated in
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the cerebral cortex of sporadic AD and considered as a potential cause of A} accumulation
(Holsinger et al. 2002; Zohar et al. 2003; Fukumoto et al. 2004). It has been shown that increase in
[-secretase activity is due to numerous post-translational modifications and more precisely
to posttranslational stabilization following caspase activation (Benjannet et al. 2001; Tesco et al.
2007). Recently (Borghi et al. 2006) have investigated the expression, protein levels and
activity of BACE in brain tissues samples obtained from AD, controls (CTR) as well as in
subjects with abundant amyloid plaques in absence of DNF (NA). Our results are similar of
those obtained in NA subjects since an increased level about 22% of BACE mRNA level has
been observed without any modification of its protein level and enzymatic activity in the
cortex. In AD subject, the activity of BACE is increased with a normal gene expression and a
non-statistically significant increase of BACE expression (+20%). Thus we hypothesized that
14 weeks of VAD lead to advance allostatic state characterized by a few modifications of

amyloidogenic pathway without leading to AD pathology.

Concerning PS1, VAD increased PS1 mRNA and protein levels together with y-
secretase activity in the cortex of vitamin A deprived rats compared to the control animals.
Presenilins (PS1 and PS2), two RA target genes, are critical components of a large enzyme
complex that performs y-secretase clivage (Culvenor et al. 2000; Wolfe and Haass 2001; Flood et
al. 2004; Steiner et al. 2008). Recently, it has been shown that the C terminus of PS1 is essential
for y-secretase activity (Selkoe 2001; Laudon et al. 2007). An increased amount of PS1 may be
the cause of aberrant processing of APP, resulting in AP accumulation (Moreno-Flores et al.
1999; Xia 2000; Xia et al. 2000; Kumar et al. 2009). In the present study, the amount of A[340
and AP42 peptides levels was unchanged in the cortex and in the hippocampus of vitamin A
deprived rats compared to the control animals. These results argue for a dysregulation of
APP processing in vitamin A depleted rats in favour of amyloidogenic pathway, without
leading to accumulation of AP and thus to AD pathology. IDE is one of the proteins that
have been demonstrated to play a key role in degrading AP monomer in vitro and in vivo; the
reduced level of IDE seems associated with increased A monomer levels (Zhao et al. 2004;
Leal et al. 2006; Miners et al. 2008). Inversely, ApoD, whose expression is increased in AD,
may function to facilitate aggregation of AP (Desai et al. 2005; Muffat et al. 2008). Since the
effect of vitamin A deficiency was much stronger on ApoD than on IDE expression, a

facilitate aggregation of AP could be expected in vitamin A depleted rats.
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4.2 Effect of RA administration on APP processing in the brain of vitamin A

deprived rats for 14 weeks

RA administration was able to restore its own nuclear receptors mRNA levels in all brain
structures studied. This treatment has no effect on the non amyloidogenic of the APP
processing in the two areas studied. Concerning amyloidogenic pathway, RA administration
induced protein level and enzymatic activity of BACE as compared to the VAD rats in the
hippocampus. These modifications were accompanied by a significant increased of Ap40 and
AB42. Li et al. (2006) have demonstrated in the pathological condition that the increase in
BACE can induce A production. The higher protein level of PS1 in VAD rats with or
without subsequent RA administration is coherent with an aberrant processing of APP
resulting in AP accumulation in VAD rats administrated by RA as described by several
authors (Moreno-Flores et al. 1999; Xia et al. 2000; Kumar et al. 2009). Together, these results
which let us suppose a shift towards the p-secretase pathway by RA administration in the
hippocampus, differ from those described in the literature showing that RA treatment
stimulates a-secretase processing of APP and decreases [3-secretase cleavage in vitro (Prinzen
et al. 2005; Holback et al. 2008). In the same way, Ding et al. (2008) have shown that RA

treatment significantly attenuated Ap level in both the hippocampus and cortex.

In the cerebral cortex, since RA treatment reduced the RA hyposignalling related protein
level of BACE and PS1 of about 15%, our results remain in agreement with those obtained by
Borghi et al. (2006) in subjects with abundant amyloid plaques in absence of DNEF. The
significant increased of A[-40 observed in this area could be associated with the higher
increased of ApoD protein observed in VAD rats administrated by RA since Ap-42, whose

level was unchanged by this treatment, is more prone to aggregate than A{3-40.
Conclusion

The present data reveal a vitamin A deficiency-related dysregulation of the amyloid
pathway in the cortex of rats, which is known to be the first brain area altered by AD
development. In this area, 14 weeks of deprived diet induces physiological dysregulation in
the modulation of RA target genes leading to an increased amount of ADAM10, BACE and
PS1, with some modifications in amyloidogenic pathway but without increased amount of
AP peptides. Vitamin A deprived diet for 14 weeks seems to be associated with adaptative

processes, so called allostatic state, suggesting that many physiological functions are
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mobilized and become stabilized at new levels far from homeostatic equilibrium. Sterling
and Eyer (1988) has described that this process of apparent stability can return from
homeostatic state or can lead to breakdown and illness with a continuing lack. In the present
study, RA administration stimulates amyloidogenic pathway of APP that leads to A(
formation. It is well known that retinoid and thyroid hormones signalling are in close
relationship (Ingenbleek and De Visscher 1979; Higueret and Garcin 1984; Schrader and Carlberg
1994; Chin and Yen 1996; Sanno et al. 1997). In previous studies, we have shown that alteration
of T3 signalling pathway associated with VAD or aging become a limiting factor, which
impedes RA from exerting its modulating effect (Husson et al. 2003; Husson et al. 2004, Feart et
al. 2005). Thus, in order to extend this present study, it would be interesting to study the
effect of hypothyroidism on APP processing pathways since it is known that an adult onset
of hypothyroid model induces an important collapse of retinoid signalling (Pallet et al. 1994;
Feart et al. 2005). The incidence of hypothyroidism increases with age and localized
hypothyroidism of central nervous system has been reported in some patients with AD.
Moreover, a direct relationship between thyroid hormones and AD has been suggested since

thyroid hormones are a negative regulator of APP gene expression (O'Barr et al. 2006).
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Table 1: Sequences foward (F) and reverse (R) primers used for Light Cycler real-

time polymerase chain reaction (PCR) and size of amplicon.

Gene Sequence 5’ —» 3’ Product length
(pb)
PPIB F: GTTCTGGAAGGCATGGATGT 153
R: TCCCCGAGGCTCTCTCTACT
RARp F: CAGCTGGGTAAATACACCACGAA 227
R :GGGGTATACCTGGTACAAATTCTGA
BACE F: AGACGCTCAACATCCTGGTG 110
R : CCTGGGTGTAGGGCACATAC
ADAMI10 F: TGTGGAAATGGGATGGTGGA 104
R: TTCTTCCCCTCTGGCTGGTTT
PS1 F: CCAGGCAGGTGATAGAGCAAGA 116
R: CACCACAACGACCATGCAGA
ApoD F: TCCITACCTCCCTCCAGAAACAA 118
R: CTTTACAGGAAGTCCGGGCAGT
IDE F: ACCAGCGGAGAACACACCAA 111
R : GCATCAAACAAGGGGCACAG

Table 2: Effect of vitamin A-deficiency for 14 weeks with or without RA treatment

on the level of AP peptides in the hippocampus and cerebral cortex of rats

AP 40 Ap 42
Hippocampus Cerebral cortex | Hippocampus Cerebral cortex
Controls 9.81 £0.38 10.14 £ 0.36 0.478 £ 0.019 0.316 £ 0.011
Depleted 9.11+0.47 9.34 +0.35 0.429 +0.016 0.208 + 0.007
Depleted + RA | 13.24 + 0.52* 11.24 +0.46" | 0.602 + 0.033" 0.298 + 0.016

Data represent mean + SEM of measures performed on eight animals by Elisa.

* p < 0.05 compared with controls; # p < 0.05 compared with depleted
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Table 3: Effect of vitamin A-deficiency for 14 weeks with or without RA treatment

on the expression of IDE in the hippocampus and cerebral cortex of rats

Hippocampus Cortex
mRNA (% PPIB) Protein mRNA (% PPIB) Protein
Controls 0,97 £0.02 21465 + 1820 1,05+ 0.07 15515 + 1698
Depleted 1.00 +0.03 20173 + 1574 1.09 +£0.07 19587 + 1492
Depleted + RA 1.10 £ 0.03" 19757 + 0680 0.97 £0.04 21038 + 0616

Data represent mean + SEM of measures performed on seven or six animals respectively for

real time PCR and for western blot.

*p < 0.05 compared with controls; # p < 0.05 compared with depleted

Table 4: Effect of vitamin A-deficiency for 14 weeks with or without RA treatment

on the expression of ApoD in the hippocampus and cerebral cortex of rats

Hippocampus Cortex
mRNA (% PPIB) Protein mRNA (% PPIB) Protein
Controls 1,15+ 0.05 4557 + 827 2.33+0.17 8122 + 0898
Depleted 1.17 £ 0.08 5724 + 200 1.79+0.21 11370 + 0850
Depleted + RA 0.93+£0.08 6764 + 692 2.08+0.20 17447 + 0872°

Data represent mean * SEM of measures performed on seven or six animals respectively for

real time PCR and for western blot.

*p < 0.05 compared with controls; # p < 0.05 compared with depleted
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Effect of a vitamin A-free diet with or without RA treatment on body weight.

Each point is the mean for twenty-four rats.

* Mean value was significantly different from that of control animals.
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Figure 2
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Figure 2 : ADAMI10 mRNA and protein levels and a-secretase enzymatic activity in

hippocampus (a) and cerebral cortex (b) of 14 week- vitamin A deprived rats treated with RA

or not.

Data represent mean values of measures performed on seven animals for mRNA level and six animals

for protein level and enzymatic activity, with the standard error represented by vertical bars.

" mean value was significantly different from control rats (p < 0.05)
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Figure 3
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Figure 3 : BACE mRNA and protein levels and [-secretase enzymatic activity in

hippocampus (a) and cerebral cortex (b) of 14 week- vitamin A deprived rats treated with RA

or not.

Data represent mean values of measures performed on seven animals for mRNA level and six animals

for protein level and enzymatic activity, with the standard error represented by vertical bars.

" mean value was significantly different from control rats (p < 0.05)

# mean value was significantly different from depleted rats (p < 0.05)
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Figure 4
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Figure 4 : PS1 mRNA and protein levels and y-secretase enzymatic activity in hippocampus
(a) and cerebral cortex (b) of 14 week- vitamin A deprived rats treated with RA or not.

Data represent mean values of measures performed on seven animals for mRNA level and six animals
for protein level and enzymatic activity, with the standard error represented by vertical bars.

“ mean value was significantly different from control rats (p < 0.05)

# mean value was significantly different from depleted rats (p < 0.05)
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CHAPITRE IV
HYPOTHYROIDIE ET PROCESSUS
AMYLOIDOGENE

Les résultats obtenus chez les rats carencés en vitamine A ont mis en évidence une
modification du processus de dégradation de la protéine APP, privilégiant la voie
amyloidogénique, sans toutefois qu'une augmentation du taux de peptides AP soit a ce stade
décelable. L'existence de fortes interactions entre la voie de signalisation des rétinoides et
celle des hormones thyroidiennes (HT) est aujourd'hui bien décrite. Par ailleurs, des données
de la littérature suggerent l'intervention des hormones thyroidiennes dans la MA.
L'ensemble de ces données nous a conduit a nous interroger sur 1'implication de la voie de
signalisation des hormones thyroidiennes dans les processus de dégradation de la protéine
APP. Dans ce contexte, notre travail a consisté a suivre les indicateurs des voies
amyloidogénique et physiologique de la dégradation de la protéine APP chez des animaux
hypothyroidiens dont on sait qu'ils présentent une atteinte simultanée des voies de
signalisation de I'AR et de la T3 (forme active des hormones thyroidiennes).

1. Introduction

Il est aujourd’hui admis que les hormones thyroidiennes sont essentielles a la
maturation du cerveau (Smith et al. 2002; Bernal 2005). Cependant, leur role dans le
fonctionnement du cerveau mature est peu documenté, malgré leur présence a un taux tres
important dans le SNC. Des données bibliographiques ont montré que la T3 pourrait agir
directement en tant que neurotransmetteur dans le SNC ou pourrait permettre leur libération
(Mason et al. 1993; Vara et al. 2002). Les HT auraient aussi un role dans les relations entre les
neurones et les cellules gliales qui sont d"une importance fondamentale dans I’organisation
et le maintien de l'architecture du SNC, ainsi que dans la transmission synaptique (Gomes et
al. 1999). Dans ce contexte, des études ont mis en évidence une implication des HT dans les
processus qui controlent la plasticité synaptique (Calza et al. 1997). L’hypothyroidie chez
I'animal adulte s'accompagne de l'inhibition de la potentialisation a long terme dans la
région CA1 et le gyrus dentelé de I'hippocampe (Gilbert and Paczkowski 2003; Sui et al. 2006),
affecte le développement des dendrites des cellules pyramidales du champ CA1l de
I'hippocampe (Gould et al. 1990) et entraine des déficits mnésiques (Dugbartey 1998; Gerges and
Alkadhi 2004).

Chez 'homme, la prévalence de I'hypothyroidie augmente avec l'dge, surtout apres 50
ans (Burmeister et al. 2001; Miller et al. 2006). Elle entraine des déficits cognitifs, en particulier
des troubles de la mémoire, des troubles neurologiques et psychiques et dans les cas liés au
vieillissement ce statut peut entrainer des formes de démence. Au niveau comportemental,
différentes manifestations sont recensées telles que les déficits d’attention, des troubles de
I’humeur comme la dépression voire la manie, l'ataxie (trouble de la coordination des
mouvements d’origine neurologique) (Smith et al. 2002; Bauer et al. 2003; Roberts and Ladenson
2004).
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Nous avons vu dans le chapitre I que la vitamine A et les hormones thyroidiennes
interagissent au niveau nucléaire par l'intermédiaire de leurs récepteurs. L'AR agit via les
récepteurs RAR et RXR qui s'hétérodimérisent afin de controler 'expression de nombreux
genes cibles. RXR peut également s'hétérodimériser avec d'autres récepteurs de la méme
superfamille et notamment avec les récepteurs TR qui sont spécifiques de la triiodothyronine
(ou T3), forme active des hormones thyroidiennes (Chin and Yen 1996). Deux genes différents
codent pour les TR : TRa et TRB. La transcription du géne TRa produit deux ARNm
majoritaires, qui sont ensuite traduits en TRy et TRax respectivement (Mitsuhashi et al. 1988).
La présence de deux promoteurs différents et 1'épissage alternatif en 5 du gene TRp
génerent aussi plusieurs protéines dont deux majoritaires : TRP:1 et TRB2 codées par deux
ARNm différents (Hodin et al. 1989). Les TR et les RAR ont une forte homologie de structure
et participent a la régulation de l'expression des genes par des mécanismes similaires en tant
que facteurs de transcription inductibles par leur ligand, en se liant spécifiquement sur les
éléments de réponse TRE (thyroid hormone response element) (Lazar 2003). Parmi les génes
cibles de la T3 dans le cerveau adulte, on peut citer des genes codant pour des protéines
impliquées dans la plasticité synaptique telles que RC3 (neurogranine) ou Rhes (Ras
Homolog Enriched in Striatum), des facteurs de croissance neuronaux (BNDF...) et la
protéine APP (Watson et al. 1994; Brambilla et al. 1997; Belandia et al. 1998; Latasa et al. 1998;
Vallortigara et al. 2008).

Des modifications du métabolisme et de la fonctionnalité de la vitamine A ont été
décrites en situation d’hypothyroidie (Goswami and Choudhury 1999; Mesaros-Kanjski et al.
1999). Les HT ont une influence sur la biodisponibilité de la vitamine A : elles faciliteraient
I"absorption du p-carotene (précurseur de la vitamine A), son clivage en rétinol et la mise en
réserve hépatique de la vitamine A(Smith 1972; Bhat and Cama 1978). Le complexe des
protéines vectrices du rétinol et des HT, respectivement la RBP (retinol binding protein) et la
TTR, permet d’envisager un autre aspect des interactions vitamine A-HT. Des données
montrent que le niveau de sécrétion de la TTR est déterminant pour la concentration de RBP
dans le sang et la formation du complexe TTR-RBP-rétinol (Ingenbleek and Bernstein 1999). De
plus, des souris invalidées pour TTR présentent des taux de rétinol sérique et de RBP
diminués (van Bennekum et al. 2001). Des travaux antérieurs menés au laboratoire ont mis en
évidence une hypoactivité de la voie de signalisation de l’acide rétinoique (diminution de
I'expression des récepteurs nucléaires RAR) dans le foie de rats rendus hypothyroidiens,
ainsi qu'une modification des propriétés de liaison des RAR (Pallet et al. 1994; Coustaut et al.
1996). Une hypothyroidie subclinique chez I’animal s'accompagne, dans le cerveau, d'une
diminution du taux d'ARNm codant pour RAR ; cette expression est normalisée pas un
traitement par I'AR (Enderlin et al. 2004).

L'ensemble de ces données de la littérature souligne le role important des hormones
thyroidiennes dans le fonctionnement du cerveau adulte. Par ailleurs, 'hypothyroidie s'avére
étre un modele d'étude intéressant afin de mieux comprendre les répercussions d'une baisse
d'activité de la voie d'action des HT sur la fonctionnalité de la vitamine A. Rappelons en effet
que l'hypothyroidie entraine une altération concomitante des voies de signalisation de la T3
etdel'AR.
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2. Contexte et objectif de 1'étude

Aujourd'hui, l'existence d'un lien entre des dysfonctionnements thyroidiens et le
développement de la MA a été largement rapportée. Méme si les résultats restent
controversés, un ensemble de données cohérentes plaide en faveur d'un état d'hypothyroidie
chez les patients atteints de MA (van Boxtel et al. 2004). L'hypothyroidie est caractérisée par
une augmentation du taux de TSH, une diminution du taux de T3 sérique et par une
augmentation du taux de reverse T3 (forme inactive de la T3) dans le liquide
céphalorachidien. Un profil identique a été retrouvé chez certains patients atteints de MA
(Yoshimasu et al. 1991; Ganguli et al. 1996; Sampaolo et al. 2005). Récemment, (O'Barr et al. 2006)
ont mis en évidence une augmentation de I'expression du géne codant pour APP, in vivo,
chez des souris rendues hypothyroidiennes et in vitro sur des neuroblastes humains ; cette
modification est normalisée par un traitement par T3. Ces résultats confortent les données
obtenues précédemment, in vitro, concernant la régulation négative du gene codant pour
APP par T3 (Belandia et al. 1998; Latasa et al. 1998; Villa et al. 2004).

Comme nous l'avons vu précédemment, la prévalence de I'hypothyroidie augmente
avec l'age. Des études menées au laboratoire ont mis en évidence une hypoactivité de la voie
de signalisation de la T3 au cours du vieillissement comparable a celle observée en situation
d'hypothyroidie, chez 1'animal et chez 'homme (Enderlin et al. 2004; Feart et al. 2005; Feart et
al. 2005; Vallortigara et al. 2008). Les résultats, associés aux données de la littérature
concernant l'implication de 1'hypothyroidie dans la genése de la MA nous ont conduit a
émettre 1'hypothése selon laquelle une hypothyroidie pourrait, de facon similaire a une
carence prolongée en vitamine A, modifier l'équilibre entre les deux voies de dégradation de
I'APP. Par ailleurs, on sait que ces deux situations s'accompagnent d'une altération
concomitante des voies de signalisation de la T3 et de I'AR. Des altérations du métabolisme
et de la fonctionnalité des HT ont en effet été décrites en carence vitaminique A (Ingenbleek
and De Visscher 1979; Okamura et al. 1981; Ingenbleek 1983, Higueret and Garcin 1984). Une
hypoactivité de la voie de la T3 a été mise en évidence dans le cerveau chez des animaux
carencés en vitamine A (Husson et al. 2003; Husson et al. 2004). Notre démarche a également
consisté a comparer l'activité de la voie de la T3 chez les rats carencés en vitamine A et
hypothyroidiens afin de mieux comprendre I'effet du niveau d'activité de la voie d'action des
HT sur la fonctionnalité de la vitamine A dans les processus de dégradation de la protéine
APP.

3. Méthodologie utilisée

L’hypothyroidie a été induite, par un traitement des animaux pendant 5 semaines par du
propylthiouracil (6-n-propyl-2-thiouracyl: PTU, Sigma) administré, a 0.05%, dans 1'eau de
boisson, associé a un régime standard (Coustaut et al. 1996). Le PTU, antithyroidien, a la
propriété d’inhiber de maniére compétitive la désiodation périphérique de la T4, précurseur
de la T3, assurée par la désiodase de type 1 (D1) (Leclere et al. 1992; Lucarelli et al. 1995;
Bianco et al. 2002). Sachant que la T3 circulante est majoritairement produite par la
désiodation de la T4 par la D1 au niveau du foie, le PTU induit chez le rat une forte
inhibition (50%) de la production de T3. A la fin du traitement, les animaux ont été sacrifiés
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par décapitation. Les structures cérébrales (hippocampe et cortex) ont été rapidement
prélevées et conservées a -80°C.

Les méthodes utilisées sont les mémes que celles déja décrites pour les animaux carencés en
vitamine A et présentées dans la publication n°4.

Les amorces utilisées pour APP695 et APP770-751 sont les mémes que celles utilisées dans la
publication (Husson et al. 2006). Celles utilisées pour les TR sont :

TRa : amorce amont 5GATTCTGTACAAGGGGGCA 3, amorce aval
5 ACAACATGCATTCCGAGAAG3

TRP : amorce amont 5 TCCTGATGAAGGTGACGGACCTGC 3’; amorce aval : 5
TCAAAGACTTCCAAGAAGAGAGGC ¥

4. Résultats

4.1 Le modele d'hypothyroidie

L’hypothyroidie induite par un traitement de 5 semaines par le PTU entraine un
ralentissement rapide et important de la croissance pondérale des animaux (Figure 1).
La différence de poids est significative entre les deux groupes dés 2 semaines de PTU
(Groupe témoin : 361.05g + 6.73; groupe hypothyroidie : 331.4g + 12.4, P<0.00001).
L'étude menée au laboratoire par (Coustaut et al. 1996) rapporte qu'un traitement identique
s'accompagne d'une diminution significative de la T3 sérique (0,310 + 0.040 chez les rats
hypothyroidiens versus 0,580 + 0.030 chez les rats témoins).

500 ~
450 -
400 -

350 -

Poids (g)

300 -

250 A

200 T : r :
1 2 3 4 5
semainesde PTU

Figure 1: Effet d'un traitement au PTU sur le poids corporel des rats
Chaque point correspond a la moyenne obtenue sur 16 rats ; * p<0.05 comparativement aux

rats témoins.
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4.2 Effet d'une hypothyroidie sur le taux d'ARNmM des récepteurs TR et RAR
dans le cortex et 'hippocampe des rats

La quantification relative des ARNm des récepteurs nucléaires TRa et TRP a été

réalisée dans le cortex et I'hippocampe des rats (Tableau I). Le traitement ne modifie pas
I'expression des récepteurs de la T3 dans le cortex mais une diminution significative de
I'expression des deux isoformes a été observée dans I"hippocampe des rats hypothyroidiens
comparés aux rats témoins (TRa: -28%, p=0.033 ; TRP: -21%, p=0.004).
Concernant I'expression de RARp, une diminution significative de 30% a été observée dans
le cortex des rats rendus hypothyroidiens (0.89 + 0.06 chez les rats hypothyroidiens versus
1.26 £ 0.06 chez les rats témoins, p = 0.005) mais aucune modification n’est observée dans
I"hippocampe.

Tableau I: Effet de 1'hypothyroidie sur le taux d'ARNm des TRa et TRP dans
I'hippocampe et le cortex de rats.

TRa TR
mRNA (% PPIB) mRNA (% PPIB)
Hippocampe Cortex Hippocampe | Cortex cérébral
cérébral
Témoins 224+0.13 0.89 £ 0.05 2.33£0.06 0.97 £ 0.04
Hypothyroidens | 1.60 + 0.19* 0.96 +0.04 1.83 + 0.08* 0.955 + 0.05

Les valeurs, obtenues par RT-PCR en temps réel, correspondent a la moyenne + SEM
obtenues sur n = 8 animaux par groupe ; *p<0.05 par rapport aux rats témoins.

4.3 Effet d'une hypothyroidie sur l'expression des isoformes de I’APP dans le

cortex et I’hippocampe des rats

Aucune modification significative des taux d'ARNm codant pour les protéines APP770-751
et d’APP695 n'a été observée dans le cortex des rats hypothyroidiens par rapport aux rats
témoins. En revanche, une diminution du taux d'ARNm codant pour APP695 de 34%
(p=0.021) a été mise en évidence dans l'hippocampe (Tableau II). Le rapport APP770-
751/ APP695 augmente significativement dans 1’hippocampe (+60%, p=0.0008) des rats
hypothyroidiens par rapport aux rats témoins.
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Tableau II : Effet de I'hypothyroidie sur le taux d'ARNm des isoformes APP695 et
APP770-751 dans ’hippocampe et le cortex de rats.

APP695 APP770-751 Rapport
mRNA (% PPIB) mRNA (% PPIB) APP770-751/695
Hippocampe Cortex Hippocampe Cortex Hippocampe Cortex
Témoins 23+0.16 0.905+£0.06 | 2.55%0.29 1.03 £0.07 112+ 0.11 1.14 +0.05

Hypothyroidiens 1.52+0.10* 0.87 £ 0.04 2.70£0.18 1.03 £0.08 1.80+£0.12* | 1.18+0.07

Les valeurs, obtenues par RT-PCR en temps réel, correspondent a la moyenne + SEM
obtenues sur n = 8 animaux par groupe ; *p<0.05 par rapport aux rats témoins.

4.4 Effet d'une hypothyroidie sur l'expression de la protéine ADAM10 et sur

l'activité a-sécrétase dans le cortex et I’hippocampe des rats

L’hypothyroidie ne modifie ni l'expression d'ADAM10 (ARNm et protéines) ni l'activité
enzymatique de l'a-sécrétase dans le cortex des animaux hypothyroidiens comparé aux
témoins. Dans I'hippocampe des animaux hypothyroidiens, une diminution du taux
d'ARNm a été observée (-24%, p=0.026) ainsi qu'une faible augmentation de 12% (p=0.009)
de 'activité enzymatique de I'a sécrétase (Figure 2).

4.5 Effet d'une hypothyroidie sur l'expression des protéines BACE et PS1 ainsi

que sur les activités 3- et y-sécrétases dans le cortex et I’hippocampe des rats

Concernant BACE, une augmentation significative du taux d'ARNm et de l'activité
enzymatique a été observée (respectivement +39%, p=0.013 et +21%, p<0.0001) dans le cortex
des rats hypothyroidiens par rapport aux rats témoins. Dans I'hippocampe de ces animaux,
seule une augmentation significative de l’activité B sécrétase (+20%, p<0.0001) a été mise en
évidence. Le niveau protéique de BACE est inchangé quelque soit la structure étudiée
(Figure 3).

Concernant PS1, aucune modification du taux d'ARNm codant pour cette protéine n'a été
observée dans le cortex ou l'hippocampe des rats hypothyroidiens par rapport aux rats
témoins. Une augmentation de son taux protéique a été observée dans l'hippocampe
uniquement (+40%, p=0.006). Chez les rats hypothyroidiens, 'activité enzymatique de la y-
sécrétase augmente de maniere significative dans les deux structures (+24%, p<0.0001 dans
le cortex et +21%, p=0.0002 dans I'hippocampe) (Figure 4).
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Figure 2: Effet de 1'hypothyroidie sur l'expression d’”ADAM10 (ARNm, protéines) et
l'activité enzymatique de I'a-sécrétase dans I'hippocampe (a) et le cortex (b) des rats.

Les valeurs, obtenues respectivement par RT-PCR en temps réel, western-blot et dosage
enzymatique, correspondent a la moyenne + SEM obtenues sur n = 6 animaux par groupe ;

*p<0.05 par rapport aux rats témoins.
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Figure 3: Effet de I'hypothyroidie sur I'expression de BACE (ARNm, protéines) et
l'activité enzymatique de la -sécrétase dans I'hippocampe (a) et le cortex (b) des rats.

Les valeurs, obtenues respectivement par RT-PCR en temps réel, western-blot et dosage
enzymatique, correspondent a la moyenne + SEM obtenues sur n = 6 animaux par groupe ;

*p<0.05 par rapport aux rats témoins.
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Figure 4: Effet de I'hypothyroidie sur I'expression de PS1 (ARNm, protéines) et
l'activité enzymatique de la y-sécrétase dans I"hippocampe (a) et le cortex (b) des rats.

Les valeurs, obtenues respectivement par RT-PCR en temps réel, western-blot et par dosage
enzymatique, correspondent a la moyenne + SEM obtenues sur n = 6 animaux par groupe ;

*p<0.05 par rapport aux rats témoins.
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4.6 Effet d'une hypothyroidie sur le taux de peptides AB-40 et AB-42 dans le
cortex et I’hippocampe des rats

Dans le cortex, I'hypothyroidie s'accompagne d'une augmentation du peptide AB40 (+14%,
p=0.045) et d'une diminution du peptide AP42 (-15%, p=0.027) (Tableau III). Ces
modifications entrainent une diminution du rapport A342/Ap40 de 26 %.

Dans I'hippocampe des rats hypothyroidiens, ce méme traitement augmente de maniere
significative les taux de peptides AB40 et AP42 respectivement de +18% (p=0.003) et +51.5%
(p<0.0001) (Tableau III). Dans cette structure, le rapport Ap42/AP40 augmente de 11%
(p=0.026).

Tableau III : Effet de I'hypothyroidie sur le taux de peptides Ap-40 et AB-42 dans
I'hippocampe et le cortex de rats.

AP 40 Ap 42
Hippocampe Cortex Hippocampe Cortex
cérébral cérébral
Témoins 9.81+0.38 10.13 £+ 0.42 0.478 +0.019 0.316 £0.011
Hypothyroidiens | 11.61 + 0.34* 11.59 £ 0.64* | 0.724 £0.041* | 0.27 £0.015*

Les valeurs, obtenues par Elisa et rapportées a la quantité de protéines totales, correspondent
a la moyenne + SEM obtenues sur n = 8 animaux par groupe ; *p<0.05 par rapport aux rats
témoins.

4.7 Effet d'une hypothyroidie sur l'expression des protéines ApoD et IDE dans

le cortex et I’hippocampe des rats

Alors que le taux d'ARNm de la protéine ApoD est diminué (-21%, p=0.13), son taux
protéique augmente de 60% (p=0.006) dans le cortex des rats hypothyroidiens par rapport
aux rats témoins. Dans I'hippocampe des rats hypothyroidiens, une augmentation de
l'expression cette protéine a été mise en évidence (+45%, p=0.03 et +24%, p=0.3
respectivement pour le taux d'ARNm et de protéines) (Figure 5).

Concernant la protéine IDE malgré une diminution de son taux d'ARNm (-27%, p=0.0008),
aucune modification de son taux protéique a été observé dans le cortex des rats
hypothyroidiens par rapport aux rats témoins. De méme, aucune modification n'a été
observée dans I'hippocampe de ces rats (Figure 5).
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Figure 5: Niveaux d’expression en ARNm et protéines d’ApoD et d'IDE dans 1'hippocampe
(a) et le cortex (b) de rats hypothyroidiens obtenus respectivement par RT-PCR et Western

Blot.

Les valeurs, obtenues par western-blot, correspondent a la moyenne + SEM obtenues sur n =

6 animaux par groupe ; *p<0.05 par rapport aux rats témoins.
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5. Discussion

Le traitement des animaux pendant 5 semaines par le PTU entraine un ralentissement
de la croissance pondérale des animaux comparable a celui décrit chez des rats
thyroidoctemisés, soit une perte de poids d’environ 35% par rapport aux témoins (Gerges et
al. 2001). La baisse du taux de T3 sérique s'accompagne d'une diminution du taux des ARNm
codant pour TRP et, d'une maniére surprenante, de ceux codant pour TRa dans
I'hippocampe des rats. En effet, un ensemble de données de la littérature suggeére que
l'autorégulation des ARNm codant pour les différents TR semble dépendante des isoformes
et du type cellulaire concerné (Hodin et al. 1989; Hodin et al. 1990; Lebel et al. 1993; Sadow et al.
2003). Dans l'hypophyse, la T3 permet une hausse de l'expression des TR{;, et une
diminution de celle des TRP2 et TRai. Diverses études montrent une régulation positive de
I'expression de TRP: par la T3 dans le cerveau, ce qui rend cet isotype déterminant pour la
régulation des génes cibles en accord avec le statut thyroidien (Strait et al. 1990; Bernal 2005).
Ceci est confirmé par la présence chez 'homme d'un TRE dans la séquence du récepteur
TRP1 (Suzuki et al. 1994). On observe au contraire un effet négatif des HT sur le taux d”ARNm
du récepteur TRau dans le cerveau (Hodin et al. 1990; Constantinou et al. 2005). La diminution
de l'expression de TRa, qui n'a pas été observée chez les animaux carencés en vitamine A,
pourrait traduire la sévérité de I'hypothyroidie associée au traitement PTU. On sait, par
ailleurs, que cette isoforme, qui est tres largement exprimée dans le cerveau adulte, joue un
role essentiel dans des fonctions importantes du cerveau adulte telles que la plasticité
synaptique (Bradley et al. 1989; Ercan-Fang et al. 1996; Vallortigara et al. 2008).

Les conséquences de I'hypothyroidie sur le processus de dégradation de la protéine APP sont
tres peu étudiées. Nos résultats suggeérent que 1'hypoactivité de la voie de signalisation de la
T3, due au traitement par le PTU contribuerait aux processus conduisant a la formation des
plaques amyloides. Concernant l'expression du gene codant pour APP, seule une diminution
significative du taux d’ARNm de I'APP695 a été observée dans 1'hippocampe. La diminution
d'APP695 est en accord avec les données de O'Barr et al. (2006), auteurs qui ont cependant
mis en évidence une augmentation du taux d’APP770-751. Dans nos conditions
expérimentales, la régulation négative de l'expression de I'APP par T3 n'a pas été mise en
évidence. En revanche, nous avons observé une augmentation du rapport APP770-
751/ APP695 dans 1'hippocampe (+60%) des rats hypothyroidiens, rapport considéré comme
un bon indicateur de la progression de la MA (Johnson et al. 1990; Preece et al. 2004). Ce
résultat peut étre rapproché de ceux obtenus pour les indicateurs des voies de dégradation
de la protéine APP qui laissent supposer que l'hypothyroidie favoriserait la voie
amyloidogénique. En effet, quelle que soit la structure étudiée, nos résultats ne font
apparaitre aucune modification de l'expression d'ADAMI10 et une faible augmentation de
l'activité de 1'a-sécrétase de I'ordre de 12%, en limite de significativité. La voie physiologique
n'est par conséquent que peu modifiée par ce traitement. En revanche, concernant la voie
amyloidogénique, le profil d'expression de BACE et de l'activité -sécrétase est similaire a
celui observé par Borghi et al. (2006) dans le cortex de patients atteints de la MA. Dans cette
structure, une augmentation de l'activité de la y-secrétase a également été observée. Cette
enzyme est connue pour jouer un role clé dans la MA en conduisant a la formation du
peptide AP (Shoji et al. 1992; Saido et al. 1996; Vassar 2004). Dans l'hippocampe, une
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augmentation significative de l'activité de la [-sécretase a été observée, malgré une
expression non modifiée de la protéine BACE. Les résultats concernant le taux d'ARNm
codant pour BACE restent aujourd'hui trés controversés. Certains auteurs n'ont pas mis en
évidence de modification de ce dernier dans le cerveau de patients atteints de MA et
développant des dépots amyloides (Gatta et al. 2002; Zohar et al. 2005). Par contre,
l'augmentation de 1'activité B-sécrétase est considérée quant a elle comme la cause potentielle
de l'accumulation des peptides AP (Holsinger et al. 2002; Zohar et al. 2003; Fukumoto et al.
2004). Dans cette structure, le taux protéique de PS1 et l'activité enzymatique de la y-
sécrétase sont également augmentés de maniére significative. Les présenilines, et
particuliéerement PS1, forment la partie catalytique du complexe multi-protéique de la y-
sécrétase (Selkoe 2001; Wolfe and Haass 2001, Laudon et al. 2007; Steiner et al. 2008; Placanica et al.
2009). Plusieurs auteurs suggerent que l'augmentation du taux de PS1 serait responsable de
la dégradation de la protéine APP selon le processus amyloidogénique, conduisant a une
accumulation de peptides AP (Moreno-Flores et al. 1999; Xia et al. 2000; Kumar et al. 2009).
L'ensemble de ces données laisse supposer que I'hypothyroidie favorise le processus
amyloidogene de dégradation de I'APP. Ces modifications conduisent a une surproduction
de peptides AP, a l'origine des plaques séniles, dans le cortex et I'hippocampe des rats
hypothyroidiens comparativement aux rats témoins. Tandis que le cortex présente
uniquement une augmentation du taux du peptide Ap-40, les formes AP-40 et AB-42 sont
toutes deux augmentées dans 1'hippocampe. Le peptide AP42 est considéré comme la forme
d’AP la plus neurotoxique facilitant 1'aggrégation des peptides (Findeis 2007). Il apparait
alors que les modifications dans le processus de dégradation de la protéine APP, associées a
I'hypothyroidie, sont plus importantes dans l'hippocampe, structure qui est la plus
vulnérable chez les patients atteints par la MA (Vickers et al. 2000; Mishizen-Eberz et al. 2004;
Thal and Braak 2005). Dans cette structure, nous avons mis en évidence une augmentation du
rapport Ap42/Ap40, reconnue dans la littérature comme un marqueur précoce de
I'apparition de la MA (Findeis 2007). L'expression des protéines IDE et d'ApoD est
respectivement inchangée et augmentée chez les rats hypothyroidiens comparés aux rats
témoins. ApoD colocalisée avec les plaques amyloides compactes dans le cortex temporal de
patients atteints de la MA influencerait 'agrégation du peptide A (Desai et al. 2005). Nous
pouvons alors supposer que les peptides AP ainsi formés en hypothyroidie vont s'agréger
pour former les dépdts amyloides a 1'origine de formation des plaques séniles (Zhao et al.
2004; Desai et al. 2005; Leal et al. 2006, Miners et al. 2008; Muffat et al. 2008).

L’hypothyroidie dont la prévalence augmente avec l'dge apparait donc comme un facteur
exacerbant le développement de processus de type neurodégénératifs et plus précisément la
dégradation de la protéine APP vers la formation de plaques amyloides. Une hypoactivité de
la voie de I'AR, caractérisée par la diminution du taux des ARNm codant pour RARP (-30%)
a été observée uniquement dans le cortex des animaux hypothyroidiens. Les modifications
observées dans I'hippocampe des rats hypothyroidiens semblent par conséquent ne pas
dépendre du niveau d'activité de la voie de I'AR, malgré les nombreuses interférences décrites
entre les voies de signalisation de I'AR et de la T3 en situation d'hypothyroidie. En revanche,
les modifications du processus de dégradation de la protéine APP observées dans le cortex
des rats carencés en vitamine A pourrait étre aussi associées a l'hypoactivité de la voie de la
T3, et par conséquent a une biodisponibilité réduite en T3, décrite dés 10 semaines de carence
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(Husson et al. 2003). En effet, méme si le taux d'ARNm codant pour les TRa n'est pas modifié
par la carence, les aporécepteurs TRa ont la capacité de lier des TRE et modifier ainsi
l'expression génique (Morte et al. 2002).
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Un ensemble des données cohérentes de la littérature plaide en faveur d'une relation

entre une baisse d'activité de la voie de signalisation de la vitamine A, des altérations de la
plasticité synaptique et des déficits mnésiques spécifiques associés au vieillissement. Une
diminution de l'activité de cette voie de signalisation est également évoquée dans les
processus neurodégénératifs caractéristiques de la maladie d'Alzheimer.
Dans ce contexte, les objectifs de ce travail étaient de mieux comprendre les conséquences
neuro-anatomiques et fonctionnelles d'une baisse d'activité de la voie de signalisation de la
vitamine A. Notre approche expérimentale a mis en ceuvre 2 modéles animaux, un modele
de carence vitaminique A qui induit spécifiquement une baisse d'activité de sa voie de
signalisation et un modéle d'hypothyroidie dont il a été montré qu'il induit aussi une
hypoactivité de la voie de signalisation de la vitamine A.

1. Rappel des principaux résultats

1.1 Modele de carence vitaminique A

La démarche expérimentale conduite chez les rats carencés en vitamine A comporte deux
volets : (i) un volet mettant en ceuvre l'imagerie et la spectroscopie RMN, (ii) un volet
moléculaire consacrée a I'étude de I'expression de génes cibles des rétinoides impliqués dans
le processus amyloidogene. Les mesures ont été réalisées, d'une part, chez des animaux
soumis a un régime dépourvu en vitamine A pendant 10 semaines et d'autre part, chez des
animaux soumis a ce méme régime pendant une durée de 13 ou 14 semaines. Une partie des
animaux carencés a été traitée par de I'AR.

Dés 10 semaines de carence, les animaux présentent une altération du métabolisme et de son
action cellulaire de la vitamine A qui se traduit par (i) une diminution significative du taux
de vitamine A sérique, (ii) une diminution du taux d'ARNm codant pour les récepteurs RAR,
dans le cerveau entier, le striatum, I'hippocampe et de maniere moins prononcée le cortex
des animaux. Un ralentissement de la croissance pondérale des animaux, caractéristique de
l'état de carence, apparait également a cette durée de régime.

Aprés 10 semaines de régime dépourvu en vitamine A, des modifications métaboliques ont
été mises en évidence essentiellement dans le cortex. Elles se traduisent par une hausse du (i)
NAA/Cr, marqueur de la densité neuronale corrigée par une administration d'AR, et (ii) du
GSH/ Cr, indicateur du potentiel antioxydant cellulaire dans cette structure.

Au plan anatomique, un ralentissement de la croissance cérébrale a été observé dés la 7eme
semaine de régime. Une diminution du volume hippocampique et une augmentation des
espaces ventriculaires ont été observées a partir de 11 semaines de carence. Au plan
moléculaire, aucune modification de I'expression du gene codant pour APP, ou du rapport
APP770-751/ APP695, considéré comme un indicateur précoce de la MA n'a été observée
apres 10 semaines de carence.
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Apres 14 semaines de régime dépourvu en vitamine A, de profondes modifications
métaboliques sont observées dans les trois structures a savoir le cortex, '’hippocampe et le
striatum. Au plan moléculaire, une augmentation du rapport APP770-751/APP695 a été
observée chez les rats soumis au régime carencé en vitamine A pendant 13 semaines.
Concernant la voie amyloidogénique, une modification du taux d'ARNm codant pour BACE
a été mise en évidence. L'expression de PS1 ainsi que l'activité de la y-sécrétase sont
également augmentées chez les rats carencés en vitamine A pendant 14 semaines, et ceci de
maniére plus prononcée dans le cortex. En revanche, aucune modification notable de la voie
physiologique n’a été observée chez ces animaux. Ces principaux résultats suggerent un
basculement du processus biochimique de dégradation de la protéine APP en faveur de la
voie amyloidogénique dans le cortex, et par voie de conséquence en faveur de la formation
du peptide AP. Cependant, aucune modification du taux protéique des peptides AP n'a été
mise en évidence dans le cortex et 'hippocampe des rats carencés. Dans nos conditions
expérimentales, l'administration d'AR aux animaux carencés atténue les modifications
résultant de la carence dans le cortex tandis qu'elle favorise le processus amyloidogénique
dans I'hippocampe. En effet, ce traitement s'accompagne d'une augmentation des peptides
AP plus prononcée dans I'hippocampe que dans le cortex, sans toutefois augmenter le
rapport A42/AB40, indicateur de la MA.

1.2 Modele d'hypothyroidie

Le modele d'hypothyroidie que nous avons mis en oeuvre entraine une diminution
significative du taux de T3 sérique et une altération de la croissance pondérale chez les rats
traités par le PTU par rapport aux rats témoins. L'hypoactivité de la voie de signalisation de
la T3, caractérisée par une diminution du taux d'ARNm codant pour TRa et TRp, a été
observée dans I'hippocampe des animaux. De plus, une diminution du taux d'ARNm codant
pour RARP a également été mise en évidence dans le cortex des rats hypothyroidiens. Au
plan moléculaire, I'augmentation du rapport APP770-751/ APP695 a été observée chez les
rats rendus hypothyroidiens par rapport aux rats témoins. Comme nous l'avons décrit chez
les rats carencés en vitamine A, les indicateurs de la voie physiologique ne sont que treés
faiblement affectés chez les rats rendus hypothyroidiens. Les modifications de la voie
amyloidogénique sont, en revanche, beaucoup plus importantes que celles observées chez les
animaux carencés. Parmi elles, on peut retenir I'augmentation significative des activités de la
B- et y-sécrétase dans les deux structures étudiées, associée a l'augmentation du taux de
peptides Ap.

4. Conséquences d'une baisse d'activité de la voie de signalisation des rétinoides
sur les processus de type neurodégénératifs

Un ensemble de données cohérentes de la littérature suggere 1'implication d'une baisse
d'activité de la voie de signalisation des rétinoides dans la mise en place de processus de
type neurodégénératifs. Des résultats obtenus post-mortem sur des cerveaux de patients
atteints de la MA tendent a confirmer que le transport et la voie d’action des rétinoides sont
particulierement altérés chez ces sujets et laissent supposer qu’'une diminution de
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biodisponibilité de I’AR favoriserait la formation de dépdts amyloides (Connor and Sidell
1997; Goodman 2006; Maden 2007). Par ailleurs, d’autres données montrent qu’'une carence
vitaminique A chez le rongeur conduit a une altération de la plasticité synaptique, de la
neurogenése hippocampique et a des déficits mnésiques (Etchamendy et al. 2001; Etchamendy
et al. 2003; Bonnet et al. 2008) ainsi qu'a I'apparition de dépdts de type amyloide dans les
vaisseaux cérébraux (Corcoran et al. 2004, Lane and Bailey 2005) ; ces modifications sont
également considérées comme étant des indicateurs de la MA.

Apreés 10 semaines de carence, on observe principalement des modifications de type

métabolique caractérisées par une augmentation dans le cortex des animaux, du NAA,
marqueur de l'intégrité neuronale (Moore and Galloway 2002), et du Glutathion cellulaire
(GSH), principal antioxydant cellulaire (Dringen 2000; Dringen 2000). Une augmentation du
taux de synthése de NAA a été observée par Harris et al.(2006) chez certains patients atteints
de la MA. Ces auteurs suggerent la mise en place de processus adaptatifs compensatoires
dans les neurones des malades afin de retarder les atteintes neuronales. De méme, nous
pouvons suggérer que l'augmentation de GSH pourrait étre le reflet d'une réaction
adaptative a une forte production radicalaire. L'augmentation du stress oxydatif jouerait en
effet un role clé dans les phases précoces de la MA en induisant, via les processus de
peroxydation cellulaire, la mort neuronale (Zhu et al. 2004; Petersen et al. 2007). Une étude
menée chez des souris APP transgéniques a également montré que le stress oxydatif précede
la formation de dépots amyloides (Smith and Perry 1998; Pratico et al. 2001). Au plan
moléculaire, aucune modification du processus de dégradation de la protéine APP n'a été
observée chez les rats carencés en vitamine A pendant 10 semaines par rapport aux rats
témoins (Husson et al. 2006). Au plan anatomique, un ralentissement de la croissance
cérébrale a été observé dés la 7¢me semaine de régime, suivi d'une diminution du volume
hippocampique et d'une augmentation des espaces ventriculaires a partir de la 11 éme semaine
de régime. La diminution du volume hippocampique, observée chez les patients agés non
déments, progresse avec I'avancée de la maladie d'Alzheimer ; elle est d'ailleurs considérée
comme un bon marqueur d’évolution de cette maladie (Enzinger et al. 2005, Gruber et al. 2008;
Jagust et al. 2008). Colliot et al.(2008) ont mis en évidence une différence de volume d’environ
32% entre les patients atteints de la MA et des sujets non déments.
Des données obtenues au laboratoire ont mis en évidence que des rats soumis au méme
régime carencé en vitamine A présentent une diminution de I'expression de certaines
protéines considérées comme des indicateurs de la plasticité synaptique (neurogranine ou
RC3 et neuromodulibne ou GAP43) dans le striatum des animaux. Le striatum est une
structure particulierement sensible aux manipulations du statut vitaminique A car elle
possede I'ensemble du systéme de métabolisation des rétinoides et est la plus riche en
récepteurs nucléaires de I'’AR (Krezel et al. 1999; Zetterstrom et al. 1999; Husson et al. 2004).
Concernant la neurogenese hippocampique, aucune modification de la prolifération ni de la
différenciation cellulaire n’a été mise en évidence chez des rats soumis au méme régime
dépourvu de vitamine A pendant 11 semaines (Bonnet et al. 2008).

L'ensemble de ces données met en évidence que I'hypoactivité de la voie de I'AR, générée

par une carence vitaminique A d'une durée de 10 semaines n'est pas suffisante pour induire
des modifications dans les mécanismes moléculaires caractéristiques du processus de
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dégradation de la protéine APP, ni altérer la neurogenése. Cependant, les modifications
anatomiques mesurées par RMN montrent, chez les rats carencés, la mise en place
d'atteintes similaires a celles précocement observées dans la MA.

Les rats soumis a une carence prolongée de 13 ou 14 semaines présentent des atteintes
métaboliques et anatomiques, mais également moléculaires et comportementales.
Aprés 14 semaines de régime carencé en vitamine A, les altérations de l'intégrité neuronale
(diminution du NAA) sont observées dans le cortex mais aussi dans l'hippocampe et le
striatum des animaux. Dans le cortex, les profils neurochimiques traduisent une activation
gliale (Myoinositol) ainsi que des perturbations osmotiques (Taurine) et membranaires
(Choline). La diminution du NAA et l'augmentation de la Taurine ont déja été décrites par
Dedeoglu et al. (2004) dans le cortex de souris transgéniques APP Tg2576. L’augmentation du
Myolnositol a également été mise en évidence dans le cerveau de patients Alzheimer (Beacher
et al. 2005). Cette activation gliale laisse supposer une activation des microglies favorable au
stress oxydatif et aux mécanismes d’inflammation (Luna-Medina et al. 2005; Sastre et al. 2006,
Kampmann et al. 2008).
Au plan moléculaire, une augmentation du rapport APP770-751/695, considéré comme un
indicateur précoce de la MA, a été observé dans le cortex des rats soumis au régime carencé
en vitamine A pendant 13 semaines (Johnson et al. 1990; Preece et al. 2004; Prinzen et al. 2005).
Les taux d'ARNm codant pour ADAM10, BACE et PS1, dont la régulation positive par I'AR a
été rapportée par plusieurs auteurs (Hong et al. 1999; Satoh et al. 2000; Flood et al. 2004), sont,
pour la plupart d'entre eux, augmentés principalement dans le cortex cérébral. La carence
prolongée conduit a une modification des modalités de régulation, observées in vitro, de
l'expression des génes cibles de I'AR. L'augmentation de l'expression de PS1 concomitante a
l'augmentation de l'activité enzymatique de la y-sécrétase plaide en faveur d'une
dégradation de I'APP selon la voie amyloidogénique. Dans nos conditions expérimentales,
ces modifications ne s'accompagnent pas d'augmentation du taux des peptides AP, ni dans le
cortex, premiere structure altérée pour ce processus amyloidogene (Thal and Braak 2005) ni
dans l'hippocampe. Des données récentes obtenues au laboratoire ont mis en évidence une
diminution de la neurogenese hippocampique et des déficits de mémoire spatiale chez des
rats soumis au méme régime carencé en vitamine A pendant 14 semaines (Bonnet et al. 2008).
Cependant, les modifications de neurogenése associées a la MA sont aujourd'hui trés
controversées. Pour certains auteurs, la neurogenese, qui assure un remodelage des réseaux
neuronaux lors des processus de mémorisation dépendants de I"hippocampe (Drapeau et al.
2007), interviendrait pour compenser les pertes neuronales observées au cours de la maladie
d’Alzheimer (Jin et al. 2004). Ce phénomene a été en particulier décrit chez I'’homme (Ziabreva
et al. 2006). Pour d’autres auteurs, au contraire, la maladie entrainerait une altération de ce
processus associée a des déficits d'apprentissage et de mémoire (Drapeau et al. 2003). Des
données tres récentes de la littérature rapportent que 'augmentation de la neurogenese
hippocampique dépendrait de la progression de la maladie, et plus précisément de la
quantité de dépots amyloides (Yu et al. 2009). Bonnet et al. (2008) ont montré que les déficits
de mémoire spatiale observés chez les rats soumis au régime carencé en vitamine A pendant
14 semaines sont associés a l'altération de neurogenese hippocampique; nous pouvons
suggérer qu’a ce stade de carence, 1'évolution vers les processus neurodégénératifs n’est pas
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suffisante pour induire des mécanismes compensatoires tels qu'une augmentation de la
neurogenese.

L’effet d'une administration d’AR a 14 semaines de carence semble dépendre de la structure
étudiée : ce traitement (i) atténue les modifications de la voie amyloidogénique observées
dans le cortex cérébral, (ii) accentue le processus de dégradation par la voie
amyloidogénique en conduisant a une augmentation du taux de peptides AP dans
I'hippocampe sans toutefois augmenter le rapport AP42/ApB40, indicateur de la MA. La
régulation positive des genes cibles de I’AR, décrite in vitro par de nombreux auteurs, a été
mise en évidence dans cette étude, in vivo, dans 1'hippocampe des rats traités par I'AR.
L'administration d'AR aux rats carencés en vitamine A pendant 14 semaines permet de

normaliser la neurogénése et les altérations de mémoire spatiale (Bonnet et al. 2008).

L'ensemble de ces données met en évidence que I'hypoactivité de la voie de I'AR, générée
par une carence vitaminique A d'une durée de 13 a 14 semaines génére un ensemble de
modifications qui peuvent étre comparées a celles observées dans la maladie d'Alzheimer.
Ces modifications renforcent l'idée d'une implication de I'hypoactivité de la voie de I'AR
dans les processus mis en place dans cette maladie. Cependant, dans nos conditions
expérimentales, le modéle de carence ne permet pas de générer une augmentation du taux de
peptide AP a l'origine de la formation des dépots amyloides. Les modifications observées
dans ce modele expérimental sont plus nombreuses que celles observées apres 10 semaines de
régime mais restent encore des modifications qui évoquent les phases précoces de la maladie.

L’ensemble de nos résultats montre 1'évolution progressive des atteintes
neurobiologiques associée a la baisse d'activité de la voie de signalisation de I’AR. Cette
évolution est tres nette dans notre modéle expérimental et se traduit d'abord par la mise en
place d'altérations métaboliques et anatomiques (diminution du volume cérébral) puis
moléculaires. Cette séquence d’évenements a été récemment observée chez des souris double
transgénique pour APP/PS1 ot la diminution du volume cérébral et hippocampique précede
I'apparition des plaques amyloides (Oberg et al. 2008). Le temps semble étre un parametre
trés important pour la mise en place des processus neurodégénératifs et 14 semaines de
régime carencé n'est probablement pas une durée suffisante pour générer les altérations les
plus caractéristiques de la maladie (telle une augmentation du taux de peptides AP a
l'origine de la formation des dépots amyloides). Les travaux de Corcoran et al. (2004)
confortent cette idée car ces auteurs ne mettent en évidence la présence de dépots amyloides
dans les vaisseaux de rats carencés en vitamine A qu'apres un an de régime.

Le modele de carence (qualifié par certains auteurs de KO nutritionnel) prétend
modéliser la diminution naturelle de la biodisponibilité en vitamine A liée a I'dge qui induit
dans un premier temps des altérations neurobiologiques et mnésiques semblables a celles
observées lors du vieillissement normal (Etchamendy et al. 2003; Husson et al. 2004), puis si la
carence est poursuivie, semble faire basculer les processus vers des dysfonctionnements de
types dégénératifs. Cet état intermédiaire qui précede ou fait partie des premiers stades de la
pathologie est qualifi¢é d’allostasie par certains auteurs pour le différencier de I'état
homéostasique initial (Figure 13) (Koob and Le Moal 2001; Koob 2003). Dans cette situation,
I'organisme doit faire varier tous les parametres de son systéme physiologique en les
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positionnant correctement autour d'un nouveau point de controle de maniere a les adapter
au manque chronique de vitamine A et par voie de conséquence a la biodisponibilité réduite
en AR. Ceci implique que plusieurs, si ce n'est toutes les fonctions biologiques sont
mobilisées (ou a l'inverse supprimées pour certaines). Si le systéme de contraintes auquel
I'organisme est exposé se poursuit, la flexibilité des systémes régulateurs pour maintenir la
stabilité de I'organisme via l’allostasie diminue et conduit a la pathologie. Au plan théorique,
il est important de souligner qu'au stade allostasique, des possibilités d’intervention
persistent pour rétablir la "normalité" du systéme, tout ou partie, selon le stade d'avancée.
Les dysfonctionnements observés chez les rats carencés en vitamine A s'apparenteraient a
des stades différents de l'allostasie : apres 10 semaines de régime les modifications sont
principalement anatomiques tandis qu’apres 14 semaines elles s’étendent au niveau
métabolique et moléculaire. L'ensemble des ces modifications ne sont cependant pas
suffisantes pour conduire a un état pathologique caractérisé dans la MA par la présence de
plaques séniles (provenant en partie d'une agrégation des peptides AP non augmentés chez
les rats carencés par rapport aux rats témoins) et de dégénérescences neurofibrillaires non
étudiés dans cette étude.
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Figure 12: Schéma hypothétique de l'action de l'acide rétinoique au cours des
processus adaptatifs liés a une carence en vitamine A (modifié a partir de Koob 2003).

5. Conséquences d'une hypothyroidie sur les processus de dégradation de la

protéine APP

Comme nous l'avons décrit dans le chapitre précédent, des données de la littérature ont
mis en évidence une implication des HT dans les processus qui médient la plasticité
synaptique (Calza et al. 1997) et la neurogénése hippocampique (Desouza et al. 2005).
L’hypothyroidie chez le rat adulte s'accompagne de déficits mnésiques (Dugbartey 1998;
Gerges et al. 2001; Gerges and Alkadhi 2004), de l'inhibition de la potentialisation a long terme
dans la région CA1 et le gyrus dentelé de I'hippocampe (Gilbert and Paczkowski 2003; Sui et al.
2006), et affecte le développement des dendrites des cellules pyramidales du champ CA1 de
I'hippocampe (Gould et al. 1990). D'autres auteurs montrent que des souris mutantes
présentant des récepteurs TRP ne liant pas la T3 ou dont le gene TRy est délété, montrent
respectivement des altérations de la mémoire spatiale ou des altérations comportementales
liées a des modifications structurales dans 'hippocampe (Hashimoto et al. 2001; Guadano-
Ferraz et al. 2003).
Aujourd'hui, un ensemble de données suggere que I'hypothyroidie, dont la prévalence
augmente avec 1'age, serait un facteur de risque de la MA (Ganguli et al. 1996, van Boxtel et al.
2004). Pourtant, d'un point de vue moléculaire, tres peu de données de la littérature existent
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a ce jour. La régulation négative par T3, du gene codant pour APP, a été mise en évidence
par plusieurs auteurs in vitro (Belandia et al. 1998; Latasa et al. 1998; Villa et al. 2004).
Récemment, O'Barr et al. (2006) ont mis en évidence une augmentation de l'expression du
gene codant pour APP, in vivo, chez des souris rendues hypothyroidiennes et in vitro sur des
neuroblastes humains ; cette modification est normalisée par un traitement par la T3.

Nos résultats font apparaitre que I'hypothyroidie semble modifier la nature de la régulation
des genes cibles de la T3 puisque seule une diminution de I'isoforme APP695 a été observée
dans I'hippocampe des animaux. Cette diminution s'accompagne d'une augmentation du
rapport APP770-751/APP695 dans I'hippocampe, qui est comparable a celle décrite par
plusieurs auteurs dans I'hippocampe de sujets atteints de la MA (Johnson et al. 1990; Preece et
al. 2004). Ces modifications, qui laissent supposer une modification du processus de
dégradation de la protéine APP en faveur de la voie amyloidogénique, sont cohérentes avec
l'augmentation de certains indicateurs de cette voie et notamment de 1'activité des {3 et y-
sécrétases et du peptide AP40 qui apparaissent dans le cortex et I'hippocampe des rats
hypothyroidiens par rapport aux rats témoins. L'augmentation du peptide A 42, observée
uniquement dans I'hippocampe, suggere une vulnérabilité prépondérante de I'hippocampe a
I'hypothyroidie. En effet, le peptide AP42, considéré comme la forme d’Ap la plus
neurotoxique (Findeis 2007) serait déposée en premier lieu dans les plaques séniles (lwatsubo
et al. 1994). Cette forme longue A42 a une capacité plus importante a s’oligomériser que la
forme majoritaire AB40 et ainsi a former les fibrilles amyloides (Burdick et al. 1992; Jarrett et al.
1993). Ces oligomeres d’AP42 ont la capacité d’altérer la plasticité synaptique dans
I"hippocampe in vivo (Chang et al. 2006), d"inhiber la PLT (Walsh et al. 2002) et induisent une
neurotoxicité in vitro et in vivo sur des neurones hippocampiques et corticaux (Walsh and
Selkoe 2007). De plus, 'augmentation du ratio AP42/AB40 retrouvée chez des patients
atteints des formes familliales de la MA est caractérisée par des formes précoces et agressives
de la maladie (Bentahir et al. 2006, Kumar-Singh et al. 2006).

Ces résultats préliminaires qui mettent en évidence une activation du processus de
dégradation de la protéine APP en faveur de la voie amyloidogénique méritent d'étre
complétés par 1'étude d'autres indicateurs de la MA tels que la neurogénese hippocamique
ou les mécanismes de neuroinflammation. En effet, des données de la littérature rapportent
une altération de la survie et de la différenciation cellulaires dans le gyrus denté de
I'hippocampe de rats adultes rendus hypothyroidiens (Desouza et al. 2005). Cependant,
comme nous l'avons décrit précédemment, I'augmentation du taux de peptides A pourrait
induire la mise en place de mécanismes compensatoires caractérisés entre autre par une
augmentation de neurogenese (Jin et al. 2004). Par ailleurs, des données de la littérature
rapportent I'existence d'un lien entre le statut thyroidien et les mécanismes de
neuroinflammation. (Mendes-de-Aguiar et al. 2008) ont mis en évidence un rdle
neuroprotecteur de la T3 dans la réponse inflammatoire. D'autre part, des données récentes
ont montré, qu'une inflammation chronique locale s'accompagne d'une diminution des taux
de T3 et T4 sériques ainsi qu'une augmentation de I'activité de la désiodase de type 3 (D3),
enzyme qui inactive les HT, essentiellement localisée dans le SNC et I'hypothalamus (Boelen
et al. 2005). Enfin, les HT auraient aussi un role dans les relations entre les neurones et les
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cellules gliales qui sont d'une importance fondamentale dans 1'organisation et le maintien de
I'architecture du SNC, dans les phénomeénes de transmission synaptique (Gomes et al. 1999).

L'ensemble de ces données met en évidence que 1'hypothyroidie, dont la prévalence
augmente avec l'dge, génére des atteintes moléculaires caractéristiques du processus de
dégradation de la protéine APP, qui conduisent a une augmentation des peptides AP, dans
I'hippocampe, structure trés vulnérable dans la MA. Ces données suggeérent que ce modele
physiologique d'hypothyroidie, basé sur des modifications hormonales proches de celles
observées au cours du vieillissement, pourrait générer le développement physiopathologique
de certains processus participant a l'étiologie de la MA.
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Des données convergentes concernant le role de I'acide rétinoique dans le cerveau
mature, ont permis d'établir que cette molécule, qui présente un mode d’action de type
hormonal, participe au maintien de la plasticité neuronale et des performances mnésiques.
Cette fonctionnalité de la vitamine A dépendrait du niveau d'activité de la voie de
signalisation de la T3, hormone qui joue également un role important dans la plasticité
cérébrale et les processus mnésiques.

Les altérations de la plasticité cérébrale semblent étre a la base du déclin cognitif
constaté au cours du vieillissement normal et pathologique, notamment dans la MA. La
prévalence de l'hypothyroidie augmente avec 1'dge, et de nombreux auteurs ont montré
l'existence d'un lien entre hypothyroidie, altération de la plasticité synaptique et déclin des
performances cognitives. Par ailleurs, 1'dge conduit a une moindre production d’acide
rétinoique, phénomene probablement accentué par le fait que les populations occidentales
consommeraient insuffisamment de vitamine A (60% de la population a une consommation
inférieure aux recommandations (Cordain et al. 2005). Or comme nous l'avons rapporté
précédemment, la transcription de plusieurs génes connus comme étant dérégulée chez le
patient Alzheimer et dont les transcrits sont impliqués dans 1’élaboration des plaques séniles,
est controlée par l'acide rétinoique et les hormones thyroidiennes. Ces modifications de
statuts hormonaux, liés a I'age, s’accompagnent évidemment de différences individuelles
importantes, et pourraient en partie expliquer le fait que certains sujets aient un
vieillissement quasi normal tandis que d’autres développent progressivement les lésions et
les troubles cognitifs décrits dans la MA.

Les objectifs de ce travail étaient de mieux comprendre certaines conséquences neuro-
anatomiques et fonctionnelles d'une baisse d'activité de la voie de signalisation de la
vitamine A. Un modele de carence vitaminique A (qualifié par certains auteurs de "KO
nutritionnel") qui induit spécifiquement une baisse d'activité de sa voie de signalisation, a été
mis en place ainsi qu'un modele d'hypothyroidie dont il a été montré qu'il induit aussi une
hypoactivité de la voie de signalisation de la vitamine A.

Les résultats obtenus chez les rats carencés en vitamine A laissent supposer qu'une
hypoactivité de la voie d'action de la vitamine A participerait au processus de dégradation
de la protéine APP sans toutefois conduire, dans le délai de I'étude, a une augmentation du
taux de peptides AP. Ces modifications moléculaires, caractéristiques de la MA, qui
surviennent apres les modifications métaboliques et anatomiques apparaissent
essentiellement dans le cortex, structure précocement altérée dans la maladie. Des altérations
de neurogenése hippocampique et de mémoire spatiale, autres indicateurs de la MA, ont
d'autre part été observées récemment au laboratoire. L'ensemble de ces modifications, dont
la mise en place dépend de la durée de la carence, conforte I'hypothese de l'existence d'un
lien entre le niveau d'activité de la voie de signalisation de la vitamine A et le
développement des processus neurodégénératifs. Toutefois, le modele de carence
développée dans ce travail génere des modifications qui évoquent seulement les phases
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précoces de la maladie. L'étude menée chez les rats hypothyroidiens a permis de mettre en
évidence une altération plus importante du processus de dégradation de la protéine APP qui
conduit a un basculement beaucoup plus net vers la voie amyloidogénique caractérisé par
une augmentation du taux de peptides AP. Les modifications observées dans ce second
modele animal apparaissent essentiellement dans I'hippocampe, structure tres vulnérable
dans la MA. Ce modele d'hypothyroidie, induisant probablement des modifications
hormonales proches de celles observées au cours du vieillissement, conduit de fagon plus
marquée au développement de certains processus caractéristiques de la MA que ne le fait le
modele de carence vitaminique A.

Pour poursuivre ce travail, il serait d'abord intéressant d'approfondir 1'exploration menée
chez les rats hypothyroidiens. Des études anatomiques et métaboliques nous permettraient
d'avoir une meilleure connaissance de la progression des atteintes associées a
I'hypothyroidie. Ces résultats pourraient alors conduire a une exploration plus poussée des
lésions caractéristiques de la MA a savoir d'étudier la formation des dégénérescences
neurofibrillaires. Une approche pluridisciplinaire intégrant 1'étude des processus de
neuroinflammation, de neurogenese hippocampique et mnésique seraient également
intéressante pour caractériser au mieux notre modele animal.

Des études d'intervention chez l'animal hypothyroidien dans un premier temps par
I'administration d’AR ou de T3 permettraient également de mieux comprendre la part prise
par chacune des voies de signalisation dans la mise en place des altérations.

Les travaux menés au laboratoire chez des personnes agées et hypothyroidiennes
nous ont conduit a penser que le temps de mise en place de I'hypoactivité d'une voie de
signalisation est un facteur déterminant pour les conséquences fonctionnelles. Une premiére
étude a mis en évidence une baisse de l'expression des RARy, TRa, TRp dans les cellules
mononuclées du sang de sujets agés (69 a 90 ans) par rapport a des sujets jeunes (24-57 ans)
(Feart et al. 2005). Des résultats comparables ont été obtenus chez des patients
hypothyroidiens (Feart et al. 2005). On peut suggérer que le temps est un parameétre tres
important pour expliquer que le vieillissement entraine des répercussions aussi importantes
sur 'expression des récepteurs nucléaires que I'ablation de la glande thyroide elle-méme. En
effet, les individus hypothyroidiens de I'étude ne sont que depuis tres peu de temps sujets a
une hypothyroidie trés sévere, alors que les individus dgés sont en revanche sujets a une
hypothyroidie, certes beaucoup plus légere, mais dont I'installation s’est probablement faite
progressivement au cours des années et vis-a-vis de laquelle leur organisme a mis en place
des stratégies d’adaptation. La perspective de développer un modéle animal associant
vieillissement et carence ou vieillissement et hypothyroidie (modéeles de vieillissement ot1 on
accentue I'hypoactivité de la voie de signalisation de I'AR ou de la T3) semble aujourd'hui
étre également une voie de recherche intéressante.
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