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RESUME

La maladie d’Alzheimer touche plus de 24,3 millions d’individus dans le monde. Considérant le
vieillissement de la population, ce nombre risque d’augmenter drastiquement au cours des
prochaines décennies. A ce jour, il n’existe aucun traitement pouvant prévenir ou guérir cette
pathologie et par conséquent d’importants efforts sont investis afin de mieux comprendre son
étiologie. Un des facteurs reliés a la maladie d’Alzheimer est le stress oxydatif, qui via I’action
des radicaux libres, peut endommager I’intégrité neuronale et accroitre la mortalité cellulaire. De
plus, des études animales et épidémiologiques indiquent que le stress oxydatif jouerait un réle
important dans la physiopathologie précoce de la maladie. Ainsi, la réduction du stress oxydatif
par I’administration d’antioxydants semble étre une voie thérapeutique prometteuse. Parmi un
grand nombre de produits naturels, le curcumin est une molécule d’intérét du fait de son activité
pléiotropique : antioxydante, anti-inflammatoire, anti-amyloide et anti-phosphorylation de la
protéine Tau. A cause de son hydrophobicité, le curcumin est mal absorbé par 1’organisme, ce
qui réduit son efficacité thérapeutique. Récemment, un intérét considérable a été porté sur
I’utilisation de nanoparticules composées d’une matrice polymérique biocompatible et
biodégradable telles que le poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) afin de permettre le transport de
médicaments vers le cerveau. Ainsi, une solution potentielle dans le but d’augmenter la stabilité,
la solubilité, la biodisponibilité et 1’internalisation du curcumin dans les neurones, serait
I’encapsulation de celui-ci dans des nanoparticules. Afin de répondre a cette hypothése, nous
avons premiérement préparé et caractérisé des nanoparticules vides (Nps) et encapsulant du
curcumin (Nps-Cur) composées d’une matrice polymérique de PLGA, par I’utilisation de la
méthode d’émulsion-évaporation de solvant. Les résultats ont montré que les Nps-Cur posseédent
une morphologie sphérique et réguliére et ont un diametre compris entre 80 et 120 nm. Le
pourcentage d’encapsulation du curcumin dans les Nps-Cur est de 31%. La cinétique de
relargage in vitro suit un profil biphasique avec une phase de relargage exponentielle,
correspondant a la libération des nanoparticules, et une phase de relargage plus lente qui
correspond a la diffusion des nanoparticules a travers la matrice polymérique. Par la suite, nous
avons évalué in vitro, les effets toxiques et/ou protecteurs des Nps-Cur, ’efficacité de
Pencapsulation du curcumin et leur distribution cellulaire. A I’aide de la microscopie a

fluorescence et confocale, nous avons démontré que les nanoparticules de curcumin étaient tres
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largement internalisées dans le cytoplasme et dans le noyau. Les études de cytotoxicité
confirment que les nanoparticules synthétisées sont non-toxiques et qu’elles protégent contre la
mort cellulaire induite par le peroxyde d’hydrogene (H,O;). Nous avons également démontré que
les Nps-Cur sont capables de réduire, le niveau des especes réactives de 1’oxygene, I’utilisation
du glutathion et I'induction du facteur de transcription sensible au potentiel cellulaire Nrf2,
induite par I’H,0O,. Finalement, nous avons modifié la matrice polymérique afin d’améliorer
certains parametres physicochimiques permettant d’augmenter 1’efficacité neuroprotectrice des
nanoparticules de curcumin. Nous avons alors mené une étude comparative entre deux types de
nanoparticules composées d’une matrice polymérique de PLGA ayant un ratio d’acide
lactique/acide glycolique de 65:35 et de 50:50. Comparativement au Nps-Cur 65:35, les Nps-Cur
50:50 ont un pourcentage d’encapsulation significativement supérieur (81%). De plus, nous
avons montré que l’utilisation du polymeére 50:50 améliore la cinétique de relargage du
curcumin. Par conséquent, nous avons utilisé les Nps-Cur 50:50, afin d’étudier spécifiquement
les mécanismes cellulaires neuroprotecteurs du curcumin contre le stress oxydatif induit par
I’H,0,. Les résultats obtenus ont démontré que les Nps-Cur 50:50 sont capables d’empécher
I’induction de la voie de signalisation antioxydante, Keap1/Nrf2, d’inhiber I’activation de la voie
pro-inflammatoire NF-xB et la phosphorylation de la protéine Tau en présence d’H,O,. En
conclusion, les Nps-Cur s’avérent étre un outil intéressant pour ’administration de composés
bioactifs par voie orale en augmentant leurs absorptions et en réduisant leurs effets secondaires et
les doses administrées. Cependant, malgré toutes les applications prometteuses des
nanoparticules, il est important de prendre en considération leur potentielle toxicité qui est
jusqu'a présent peu étudiée. Ce projet de recherche est particuliérement novateur du fait de
I’utilisation de nanomatériaux dans un objectif thérapeutique visant la maladie d’Alzheimer et il
apporte des avancées significatives dans la compréhension des mécanismes biologiques

impliqués dans la neuroprotection induite par I’encapsulation du curcumin.



TABLE DES MATIERES

REMERCIEMENTS i
RESUME iv
TABLE DES MATIERES vi
LISTE DES TABLEAUX. X
LISTE DES FIGURES xi
LISTE DES ABREVIATIONS xii
1 Introduction 1
1.1 Lamaladie d’Alzheimer 1
1.1.1 Généralités 1

1.1.2 Laforme sporadique de la maladie d’Alzheimer 3
1.1.3 Laforme héréditaire de la maladie d’Alzheimer 4
1.1.4 Laneuropathologie de la maladie d’Alzheimer 5
1.1.4.1 Les plaques séniles 5
1.1.4.11 Définition des plaques séniles 5

1.1.4.1.2 Formation du peptide AB 6

1.1.4.2 Lesdégénérescences fibrillaires 8
1.1.4.21 Définition des dégénérescences neurofibrillaires 8

1.1.4.22 Laprotéine Tau 9

1.1.4.3 La perte neuronale et synaptique dans la maladie d'Alzheimer 10

1.1.5 Les différentes hypotheses de I'apparition de la maladie d’Alzheimer. 11
1.1.56.1 L’hypothése cholinergique de la maladie d’Alzheimer 12
1.1.6.1.1  Lasynapse cholinergique 12

1.1.5.1.2 Le déficit cholinergique et la maladie d’Alzheimer 13

1.1.5.2 Hypothése de la cascade amyloide 14

1.1.5.3 L’hypothése du stress oxydatif 16
1.1.5.3.1 Généralités sur le stress oxydatif 17

1.1.6.3.2 Lien entre I'Ap et le stress oxydatif 24

1.1.6.3.3 Protéine Tau et le stress oxydatif 25

1.1.5.3.4 L'implication du stress oxydatif dans la maladie d’Alzheimer 26

1.1.6 Lesvoies de signalisation impliquées dans la maladie d'Alzheimer 30




1.1.6.1 Lavoie redox antioxydante Keap1/Nrf2 dans la maladie d’Alzheimer

30

1.1.6.1.1 Interaction Keap1/Nrf2

30

1.1.6.1.2 L'implication du facteur de transcription Nrf2 dans la maladie d’Alzheimer-.................

1.1.6.2 Lavoie Sirt 1 dans la maladie d'Alzheimer

.32
33

1.1.6.3 Lavoie du facteur de transcription NFx-B dans la maladie d'Alzheimer

34

1.1.6.4 Lavoie Akt/GSK-3 dans la maladie d’Alzheimer

36

1.1.7 Les traitements utilisés

39

1.1.7.1 Thérapie cholinergique ciblant la maladie d’Alzheimer

39

1.1.7.2 Antagoniste des récepteurs NMDA (N-methyl-D-aspartate)

40

1.1.7.3 Pharmacothérapie ciblant I'A8

41

1.1.7.4 Les antioxydants

45

45

1.1.7.4.1 Les polyphénols

46

1.1.7.4.2 Activité neuroprotectrice des antioxydants

1.2 Le curcumin

1.2.1 Historique : une médecine traditionnelle orientale pour une application médicale

moderne

52

52

1.2.2 Aspect pharmacologique du curcumin

52

1.2.2.1 Relation structure-activité et activité antioxydante du curcumin

52

1.2.2.2 Effet anti-inflammatoire du curcumin

57

1.2.2.3 Effet du curcumin sur la cascade amyloide

58

59

1.2.2.4 Effet du curcumin sur I'hyperphosphorylation de la protéine Tau

60

1.2.2.5 Etudes cliniques du curcumin dans la maladie d’Alzheimer.

1.2.2.6 Les limitations du curcumin

61

1.3 Utilisation des nanoparticules comme outil dans le traitement de la maladie

d’Alzheimer

1.3.1 Généralités

1.3.2 Les nanoparticules polymériques et biodégradables

1.3.2.1 Les polyméres biodégradables et biocompatibles

65
65
68
68

1.3.2.2 Acide poly(lactique-co-glycolique) (PLGA)

69

1.3.2.2.1 Le PLGA - un composé biocompatible et biodégradable

69

1.3.2.2.2 Hydrolyses des nanoparticules de PLGA

70

1.3.2.2.3 Différentes techniques de préparation des nanoparticules polymériques

71

biodégradables

75

1.3.2.2.4 Internalisation cellulaire des nanoparticules de PLGA

77

1.3.2.3 Propriétés physico-chimiques des nanoparticules

1.3.2.4 Les principales barriéres biologiques

77

vii



1.3.2.4.1 La barriére sanguine 78

1.3.2.4.2 Absorption au niveau de la barriére gastro-intestinale des nanoparticules

polymériques biodégradables 79

1.3.2.4.3 Passage des nanoparticules polymériques biodégradables a travers la barriére-

hémato-encéphalique 80
1.3.2.5 Les nanoparticules polymériques biodégradables développées pour le traitement dans la

maladie d’Alzheimer 81

1.3.2.5.1 Utilisation des nanoparticules afin d’augmenter la biodisponibilité et I'activité du

curcumin 83

1.4 Problématique, hypothéses et objectifs de travail 86

2 Publications 90
2.1 ARTICLE 1: L’effet neuroprotecteur du curcumin encapsulé dans des nanoparticules
de PLGA et son absorption par les cellules humaines les SK-N-SH. 90
2.1.1 Résumé de l'article 1 90
2.1.2 Contribution de I'étudiante 91

2.1.3 Neuronal uptake and neuroprotective effect of curcumin-loaded PLGA nanoparticles on

the human SK-N-SH Cell line.....cmicmimcsmmiesessessssssmsaissssssissssssens 92

2.1.4 Conclusion de l'article 1 130
2.2 ARTICLE 2 : L'influence de la composition de la matrice polymérique des

nanoparticules composées de PLGA sur le pourcentage d'encapsulation et le relargage in

vitro du curcumin 133
2.2.1 Résumé de l'article 2 133
2.2.2 Contribution de I'étudiante 135

2.2.3 Stable curcumin-Loaded PLGA Nanoparticles suppressed Akt /Tau phosphorylation

and enhanced the anti-inflammatory and antioxidant activities of curcumin. Effet of the

polymer composition 136
2.24 Conclusion de l'article 2 164

3 Discussion 169
3.1 Optimisation des nanoparticules de PLGA encapsulant le curcumin.......oumssenasnna 171

3.2 Comparaison des propriétés physico-chimiques des Nps-Cur 65:35 et des Nps-Cur
50:50........ 172

3.3 Lacompréhension des interactions cellules-nanoparticules, un passage nécessaire a

leur utilisation a des fins thérapeutiques. 176

viii



3.4 Meécanismes d’internalisation cellulaire des nanoparticules de PLGA .........cceeossesuseens 180
3.5 Quel estI'impact biologique de I'encapsulation du curcumin dans les nanoparticules
PLGA? 183

3.6 Evaluation de I'effet neuroprotecteur des nanoparticules vide de PLGA...................188

3.7 Quels sont les bénéfices liés a I'utilisation de nanoparticules dans le traitement de la

maladie d’Alzheimer ? 189
3.8 Quelle est la meilleure stratégie d’administration des nanoparticules de curcumin ?
...... 190
3.9 Leslimitations de I'utilisation des nanoparticules pour un traitement contre la
maladie d’Alzheimer 191
4 Conclusion et perspectives 194
5 Autres contributions 197
5.1 Annexe 1: Le curcumin protége les cellules neuronales contre le H:0; en restaurant
les voies de signalisation Akt et sensibles au potentiels redox. 197
5.1.1 Contribution de I'étudiante 197

5.1.2 Article: Curcumin protects neuronal-like cells against acrolein by restoring Akt and

redox signaling pathways..... 197
5.2 Annexe 2 : Les défis associés au curcumin dans la thérapie de la maladie d’Alzheimer
.................... 198

5.2.1 Contribution de I'étudiante " 198

5.2.2 Revue 1: Challenges associated with curcumin therapy in Alzheimer disease............... 198

5.3 Annexe 3 : Application thérapeutique des nanoparticules dans la maladie

d’Alzheimer 199
5.3.1 Contribution de I'étudiante 199
5.3.2 Revue 2:Neurotherapeutic applications of nanoparticles in Alzheimer's disease..... 199

5.4 Annexe 4: Article original 200
5.4.1 Neuronal uptake and neuroprotective effect of curcumin-loaded PLGA nanoparticles on
the human SK-N-SH cell line 200
5.4.2 Lettre de soumission de 'article 2 201

Références 202

ix



LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1-1 Les produits d’oxydation des principaux acides aminés (modifié de B. Berlett et Earl R. Stadtman

1997, Journal of Biological Chemistry) 22
Tableau 1-2 Résumé de marqueurs de stress oxydatifs présents chez certains modéles animaux transgéniques de

la maladie d'Alzheimer 29
Tableau 1-3 Effets bénéfiques de certains polyphénols contre la maladie d'Alzheimer 49

Tableau 1-4 Biodisponibilité systémique du curcumin aprés son administration par voie orale chez le rat, la

souris et 'homme. 62

Tableau 1-5 Distribution tissulaire du curcumin chez la souris aprés administration par voie intraveineuse.......63

Tableau 1-6 Comparaison des principales méthodes de préparation des nanoparticules biodégradables a partir

de polyméres préformés 74
Tableau 3-1 comparaison des propriétés physicochimiques des Nps-Cur 65:35 et des Nps-Cur 50:50.................... 172
Tableau 3-2 Comparaison de I'effet neuroprotecteur des Nps 65:35 et Nps 50:50 188




LISTE DES FIGURES

Figure1  Illustration des plaques séniles et des dégénérescences neurofibrilaires 2
Figure2  Formation de I'amyloide-B a partir du clivage de I'APP 7
Figure 3  Représentation schématique des six isoformes de la protéine Tau exprimées dans le cerveau humain

adulte 9
Figure 4 Représentation schématique de la synapse cholinergique et de la recapture de I'acétylcholinestérase.. 13
Figure5 Hypothese de la cascade amyloide de la maladie d’Alzheimer 15
Figure 6  Formation et détoxification des espéces réactives de I'oxygéne et du nitrogéne 20

Figure 7  La voie de signalisation Keap1/Nrf2 activée par un stress oxydatif ou un composé électrophile.......... 32

Figure 8 Modulation de la voie Akt dans la maladie d'Alzheimer 38

Figure 9  Structure chimique des curcuminoides (curcumin I, curcumin Il et curcumin I1I) et de leurs
groupements réactifs (d’aprés Belkacemi, Doggui et Ramassamy 2010, Expert Review in Molecular Medicine).. 53

Figure 10 Voie métabolique du curcumin chez le rat (d’aprés Belkacemi, Doggui et Ramassamy 2011, Expert

Review in Molecular Medicine) 56

Figure 11  Echelle de taille des nanoparticules en comparaison avec les principales structures de I'organisme65

Figure 12 Structure de I'acide poly(lactique-co-glycolique) 69
Figure 13 Hydrolyse du PLGA. 70
Figure 14 Diagramme représentant les quelques techniques de préparation de nanoparticules a partir de
polymeéres préformés. 72
Figure 15 Type de nanoparticules biodégradables 75
Figure 16  Représentation schématique de l'internalisation cellulaire d'agents thérapeutiques encapsulés dans
des nanoparticules polymériques et biodégradables de PLGA 76
Figure 17  Effets des Nps 50 :50 et Nps-Cur 50 :50 sur la survie et la mortalité des cellules SK-N-SH.................. 166
Figure 18  Effet du curcumin libre, des Nps 50 :50 et Nps-Cur 50 :50 sur la protéine GSK3. 168

Figure 19 Internalisation cellulaire des Nps-Cur 65 :35 par les cellules SK-N-SH a 4°C (A) et a 37 C (B)........ 182

xi



LISTE DES ABREVIATIONS

AAPH 2,2’-azobis(2-amidino-propane) dihydrochloride
ABC Transporteurs a ATP Binding Cassette
AB Amyloide-8

Ach Acétylcholine

AchE Acétylcholinestérase

ADAM Désintégrine et Métalloprotéinase A
ADN Acide désoxyribonucléique

AICD Domaine intracellulaire de I’APP
AINS Anti-inflammatoire non-stéroidien
Akt Protéine kinase B

ApoE Apolipoprotéine E

APP Protéine précurseur de I’ Amyloide
Aphl Anterior pharynx defective 1

ARE Antioxidative Responsive Element
ATP Adénosine triphosphate

BACE-1 Sécretase-

COX-2 Cyclooxygénase-2

DLS Dynamic light scattering

DPPH 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
EGCG Epicagalocatéchine gallate

GPx Glutathion Peroxydase

GR Glutathion réductase GSK-3 Glycogéne synthase kinase 3

Xii



GSH
GSSG
GWAS
y-GSC
GST
Keapl
LDL
LRP1
LTP
LPS
HNE
H,0,
HO-1
MAPs
MAPK
MCI
MDA
NF-KB
NMDA
Nrf2
NADP
NQOI
00}

Pen-2

Glutathion réduit

Glutathion-disulfure

Génome- Wide Association Studies
Gamma-glutamilcystéine synthétase
Glutathion S-Transferase

Kelch-like ECH-associated protein 1
Lipoprotéine de basse densité
Lipoprotéine de basse densité- récepteur 1
Potentialisation a long terme
Lipopolysaccharide
4-hydroxy-2-trans-nonenal

Peroxyde d’hydrogéne

Heme Oxygenase-1

Microtubules associés aux protéines
Mitogen-activated-Kinase

Mild Cognitive Impairment
Malondialdéhyde

Facteur nucléaire Kappa-B
N-méthyl-D-aspartate

Nuclear Factor Erythroid 2 Related Factor 2
Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
NADPH Quinone Oxidoreductase-1
Anion superoxide

Presenilin enhancer-2

Xiii



PRX
PHF
PI3K
PPARy
PS1
PS2
PL
PLA
PLG
PLGA
PCA
PCL
PACA
PBCA
RME
SOD
Sirt 1
SMEDDS
Tau
TRX
TNFa

UGT

Peroxiredoxine

Paired Helical Filament
Phosphatidylinositol 3-kinase
Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gamma
Préséniline 1

Préséniline 2
Poly(D,L-Lactide)
Poly(latic-acid)
Poly(D,L-glycolide)
Poly(lactide-co-glycolide)
Poly(cyanocrylate)
Poly(e-Caproactone)
Poly(alkycyanocrylates)
Polybutyl(cyanocrylat)
Receptor mediated endocytosis
Superoxide dismutase

Sirtuine 1
self-microemulsifying drug delivery systems
Tubule-Associated Unit
Thioredoxine

Tumor Necrosis Factor

UDP-Glucuronosyl -Transferase

Xiv



1 INTRODUCTION

1.1 La maladie d’Alzheimer

1.1.1 Généralités

Les maladies neurodégénératives, telles que la maladie d’Alzheimer, augmentent avec le
vieillissement de la population [1]. La maladie d’Alzheimer est la forme la plus fréquente des
démences (environ 60 %) [1]. Sa prévalence est d'environ 5-10 % au-dessus de I'dge de 60 ans, et
augmente considérablement jusqu'a 40-50 % au-dessus de l'dge de 85 ans. Des données du
rapport mondial sur la maladie d’Alzheimer en 2010 (Alzheimer’s Disease International),
indiquent que le nombre de personnes dans le monde vivant avec une démence serait de
35,6 millions. Ce chiffre passerait a 65,7 millions en 2030 et 115,4 millions en 2050. La maladie
d’Alzheimer affecte aujourd’hui plus de 24,3 millions d’individus a travers le monde, devenant
I’un des fardeaux socio-économiques et médicaux les plus importants dans le monde [2]. A cet
égard, 1’étude raz—de marée réalisée par Alzheimer Canada en 2008 estime que, sur une période
de 30 ans, le colt économique total cumulatif attribuable a la maladie d’Alzheimer et aux
démences apparentées devrait atteindre 872 milliards. Il est donc important de bien comprendre
les causes de la maladie d’Alzheimer dans le but de prévenir et de développer des traitements

pharmacologiques efficaces et dépourvus d’effets secondaires.

Le Dr Alois Alzheimer identifia, pour la premiére fois en 1906, les deux lésions
cérébrales caractéristiques de cette maladie dans des régions spécifiques du cerveau :
I’hippocampe et le cortex cérébral. Ces deux lésions se manifestent, d’une part, sous forme de
plaques séniles extracellulaires (Figure 1) qui se composent majoritairement d’un peptide,
I’amyloide-p (Ap) et, d’autre part, d’un enchevétrement neurofibrillaire intracellulaire causé
par ’hyperphosphorylation de la protéine Tau (Figure 1). Des études ont montré que ces
plaques séniles et ces enchevétrements pourraient étre la cause de la mort neuronale et la
destruction massive des synapses observées dans le cerveau de patients atteints de la maladie
d’Alzheimer [3]. Cela pourrait entrainer, chez les patients, 1’apparition progressive de
symptémes touchant notamment la mémoire (altération progressive de la mémoire épisodique),

la cognition (jugement altéré, difficulté dans la prise de décision et trouble de 1’orientation), la



parole (aphasie), les mouvements (apraxie) et 1’agnosie. La maladie d’Alzheimer est
multifactorielle, c’est-a-dire qu’elle peut étre induite par des facteurs non-génétiques et des
facteurs génétiques. Le principal facteur de risque non-génétique est I’age avancé, mais d’autres
facteurs peuvent étre pris en compte tels que le diabéte, 1’hypercholestérolémie, 1’obésité, le
faible niveau d’éducation, une activité mentale et physique réduite, les traumatismes craniens et
les maladies cardiovasculaires, etc. [4, 5]. A ce jour, deux formes de cette maladie sont
répertoriées : la forme héréditaire ou forme familiale et la forme sporadique. Le
développement de la pathologie différe dans les deux cas malgré 1’apparition commune des deux
types de lésions caractéristiques de la maladie et des symptomes qui s’en suivent. La maladie

d’ Alzheimer est aujourd’hui incurable et son origine reste inconnue.

Figure 1 Ilustration des plaques séniles et des dégénérescences neurofibrilaires

La fléche indique une dégénérescence neurofibrillaire (a gauche) et la structure circulaire correspond a une plaque
sénile (a droite). Cette photographie au microscope montre une section de cerveau de patient atteint de la maladie
d’Alzheimer marquée par la technique d’imprégnation argentique de Bielschowsky. Les dégénérescences
neurofibrillaires sont intracellulaires et composées de fibrilles. Les plaques séniles sont extracellulaires et
composées de dépots d’amyloides entourés de neurites. L’échelle = 50 uM [6].



1.1.2 La forme sporadique de la maladie d’Alzheimer

La forme sporadique de la maladie d’Alzheimer correspond & la majorité des cas
diagnostiqués, soit environ 90 % [7, 8]. 1l est intéressant de noter que la prédominance de la
pathologie double tous les 5 ans aprés 65 ans et approche 50 % a 85 ans [9]. De nombreuses
¢tudes ont montré une augmentation de la fréquence de I’alléle €4 du géne de I’apolipoprotéine E
(ApoE) chez les patients atteints de la forme sporadique, lui conférant ainsi le réle de principal
facteur de risque pour cette forme de maladie. En effet, pour ce géne, le risque est multiplié par

trois chez les hétérozygotes et par cinq chez les homozygotes [7, 10-12].

Chez I’homme, le geéne codant pour I’ApoE est localisé sur le chromosome 19q13 [12].
L’ApoE est une protéine de 35 kDa contenant 299 acides aminés, présente sous trois variations
alléliques (e2, €3 et €4). Dans le cerveau, I'ApoE est synthétisée par les astrocytes et la microglie,
mais peut aussi étre produite par certains neurones. Elle joue un réle majeur dans le transport des
lipides et du cholestérol aux neurones [13, 14]. De plus, elle est impliquée dans le dépot et la
formation des plaques d’Ap et elle favorise la fibrillation d’AB en jouant le réle de protéine
chaperonne. En effet, I’ApoE est une lipoprotéine, elle posséde une forte affinité pour les
récepteurs des lipoprotéines de basse densité (LDLR) ainsi que pour les récepteurs LDL liés a la
protéine 1 (LPP1) qui se trouve abondamment dans la membrane des neurones [15]. Ces
récepteurs peuvent se fixer directement sur I’Af [16] ou indirectement par 1’intermédiaire de
protéines chaperonnes liées a I’AB. L’ ApoE joue finalement un role crucial dans la stabilisation

intracellulaire de I’ AP [17] mais aussi dans la clairance et dans la dégradation de ce peptide [18].

La forme allélique la plus commune de I’ ApoE dans la population est la forme €3. Elle est
présente chez 50 a 70 % de la population, suivie par 1’alléle €4 (10 & 20 %) et par I’allele €2 (5 a
10 %) [19]. Les trois isoformes de I’ApoE différent par un ou deux acides aminés au niveau des
résidus 112 et 158. Ces modifications ont un effet sur la structure et la fonction de 1’ApoE [20].
Contrairement a I’alléle €4, la présence de I’allele €2 favorise la longévité et la diminution de
I’incidence des maladies cardiovasculaires et de la maladie d’Alzheimer [12]. De nombreuses
études ont montré que 1’all¢le €4 affecte la progression de la maladie en provoquant la perte des
cellules neuronales par 1) la modulation de I’activité cholinergique; et 2) I’accumulation des
plaques d’Ap et la production d’Ap totale dans le cortex et I’hippocampe des patients atteints de
la maladie d’Alzheimer [21]. De plus, I’ApoE €4 contribue a la physiopathologie de la maladie



d’Alzheimer en modulant directement le stress oxydatif, les fonctions mitochondriales, le
métabolisme du glucose, I’agrégation de I’AB et I’hyperphosphorylation de la protéine Tau [21].
En conclusion, I’ApoE €4 joue un rdle prédominant dans la forme sporadique de la maladie

d’Alzheimer.

Bien que jusqu'a présent le principal facteur de risque génétique de la maladie
d’Alzheimer est ’ApoE €4, I’émergence de récentes études d’association pangénomique (ou
Genome- Wide Association Studies (GWAS)) et la méta-analyse systématique de la banque de
données AlzGene, ont permis d’identifier des geénes qui pourraient contribuer a la maladie
d’Alzheimer [22, 23]. En effet, ces études permettent ’analyse de nombreuses variations
alléliques ou génétiques chez un large spectre d’individus (sujets sains versus sujets malades)
afin d’étudier la corrélation avec des traits phénotypiques. Citons notament les génes les
suivants : I’ApoE, clusterin/ Apolipoprotéine J (CLU/Apol), le complément du récepteur 1
(CR1), metalloprotréase desintégrine 12 (ADAM 12), CSF1 et TNF [24-26] etc.

1.1.3 La forme héréditaire de 1a maladie d’Alzheimer

Les patients atteints de la maladie d’Alzheimer sous forme héréditaire possédent des
génes connus et inconnus ayant des mutations spécifiques [27]. A I’inverse de la maladie
d’ Alzheimer sous forme sporadique, la forme héréditaire est trés peu fréquente et elle représente
uniquement 10 % des cas. Des mutations majoritairement non-sens ont été répertoriées sur le
geéne de la préséniline 1 (PS1) situé sur le chromosome 14 [28], le géne de la préséniline 2 (PS2)
situé sur le chromosome 1 [29] et le géne de la protéine précurseur de I’amyloide (APP) situé sur
le chromosome 21 [30]. Il existe 197 mutations pour le géne PS1, 25 pour le géne PS2 et
40 mutations pour le géne de I’APP. Ces mutations sont détaillées dans la base de donnée de
Alzheimer Disease and Frontotemporal Dementia Mutation Database

(http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/). Ces geénes mutés causent la pathologie avec un

patron autosomal dominant [28] et, contrairement a la forme sporadique, la forme héréditaire est

caractérisée par I’apparition précoce des symptomes, entre 1’age de 30 et 65 ans.




1.1.4 La neuropathologie de la maladie d’Alzheimer

La maladie d’ Alzheimer est caractérisée par une dégénérescence massive et graduelle des
neurones et des liaisons synaptiques principalement dans le cortex, I’hippocampe et d’autres
régions sous-corticales connues pour étre impliquées dans 1’apprentissage et la mémoire [31, 32].
L’étude post mortem de cerveaux de patients atteints de la maladie d’Alzheimer a permis aux
neuro-pathologistes de mettre en évidence deux types de lésions présentes essentiellement au
niveau de I’hippocampe et du cortex: les plaques séniles et les dégénérescences
neurofibrillaires. Cela confirme donc les observations précédemment décrites par le Dr Alois
Alzheimer. L’accumulation extracellulaire d’AP et les dégénérescences neurofibrillaires
intracellulaires dans le cerveau s’averent donc étre des mécanismes centraux de la pathogénie de
la maladie d’Alzheimer. Ces deux lésions représentent des possibles cibles thérapeutiques pour
traiter les patients atteints de la maladie d’Alzheimer. Ainsi, de nombreux efforts sont placés
dans le développement de stratégies ayant pour but de prévenir et/ou de ralentir la progression de

cette maladie.

1.1.4.1 Les plaques séniles
1.1.4.1.1 Définition des plaques séniles

Les plaques séniles sont essentiellement formées du peptide AP, constitué de 39 a
43 acides aminés, qui provient du clivage de la protéine APP (Amyloid Precursor Protein) par
différentes sécrétases. Elles sont constituées d’un dépdt sphérique d’Af, d’un diamétre de 5 a
100 pM qui résulte de I’assemblage compact de feuillets B-plissés provenant de protofibrilles
enroulées les uns aux autres [33, 34]. Le processus permettant de convertir I’amyloide de sa
forme soluble en fibrille d’amyloide est réalisé par I’intermédiaire d’un mécanisme de nucléation
nécessitant une phase de transition structurale de I’Af [35]. Les filaments d’amyloide sont situés
dans les domaines extracellulaires et ont un diamétre compris entre 6-10 nm. Les plaques séniles
peuvent étre marquées par des colorants tels que le Rouge Congo et la thioflavine S [33, 36], ce
qui permet de facilement les localiser. Elles sont trés abondantes au niveau du cortex cérébral et
sont plus précisément localisées au niveau de I’isocortex, de 1’allo-cortex et du néocortex II et III
(incluant le cortex entorhinal). Elles sont également présentes dans I’hippocampe, le cervelet et

le striatum [37, 38]. Dans le cerveau, le peptide AR s’accumule également dans la paroi des



artérioles et des capillaires causant ainsi une angiopathie amyloide [39]. Il a été également
montré que 1’Af, sous forme soluble, peut se retrouver dans le liquide céphalorachidien, dans le
plasma et méme dans des cellules en culture de cerveau humain [40]. 1l est intéressant de noter
que les plaques séniles activent les cellules microgliales et les astrocytes indiquant la présence

d’une réaction inflammatoire dans le cerveau [41-43].

1.1.4.1.2 Formation du peptide A8

L’APP est une glycoprotéine transmembranaire du systéme nerveux central, d’environ
700 acides aminés. Elle est constituée d’un large domaine extracellulaire, d’une partie
transmembranaire unique et d’une région cytoplasmique [44]. Méme si son rdle exact n’est pas
clairement identifié, il est établi qu’elle est impliquée dans la synaptogenése, la plasticité
neuronale [45], la transmission synaptique [46], le transport axonal, la mobilité cellulaire et la
signalisation intracellulaire [47, 48]. L’APP est une protéine impliquée dans la maladie
d’Alzheimer, son clivage par différentes protéases/sécrétases, génére des fragments aussi bien
protecteurs que toxiques [49]. Comme nous I’avons mentionn€ antérieurement, les plaques
séniles sont principalement composées de fibrilles d’AP agrégées qui résultent de la protéolyse
enzymatique de I’APP qui s’effectue par deux voies, soit la voie non-amyloidogénique et la voie

amyloidogénique (Figure 2) [50].
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Figure2 Formation de I’amyloide-p a partir du clivage de I’ APP

L’APP est clivée par les sécrétases et va ensuite suivre deux voies : la voie non-amyloidogénique (non toxique) et la
voie amyloidogénique (toxique). Pour la voie non-amyloidogénique, I’APP est clivée par la a-sécrétase et génére un
fragment soluble (sAPPa) et un fragment C-terminal membranaire C83. Ce fragment va ensuite étre clivé par la
v-sécrétase pour former un fragment P3 et un domaine intracellulaire APP (AICD). Pour la voie amyloidogénique,
I’ APP est clivée par la B-sécrétase et produit un fragment SAPP-f et un fragment C-terminal membranaire C99. Ce
fragment va ensuite étre clivé par la y-sécrétase et former les fragments AP, (60 %) et AP .4 (40 %) (modifié

d’aprés Sahni, Doggui et Ramassamy, Jounal of controlled released, 2011).

Dans la voie non-amyloidogénique, I’APP est clivée par 1’a-sécrétase, protéine
appartenant a la famille ADAM (Disintegrin And Metalloprotease A) [44]. Ces protéines
interviennent dans 1’adhésion, la migration cellulaire et le clivage protéolytique de cytokines et
de facteurs de croissance. D’aprés la littérature, trois candidates ont été proposées comme
a-seécrétase : ADAM-9, ADAM-10 et ADAM-17 ou TACE [51, 52]. Le clivage de I’APP induit
par ces a-sécrétases forme un fragment extracellulaire soluble (SAPP o) et un court fragment
membranaire COOH-terminal (a-CTF ou C83) [53]. C83 va ensuite étre clivé par la y-sécrétase
pour générer un fragment soluble de 3-kDa (P3) [54] et un fragment AICD (APP Intracellular
Domain) dans le cytoplasme. La y-sécrétase, ne coupe que les liaisons peptidiques situées a

I’intérieur de la bicouche lipidique [55, 56]. Cette protéine est un complexe multimérique



composé¢ de quatre protéines : la préséniline (PS1 et PS2), la niscarine, 1’ Aphl (Anterior pharynx
defective 1) et la Pen-2 (Presenilin enhancer-2) [57-60]. Le rdle de chacune des sous-unités au
sein du complexe est a ce jour mal connu. Cependant, il a été prouvé que ’activité catalytique
proviendrait de PS1 [61]. Cette voie n’aboutit pas a la formation du peptide AP elle est par

conséquent non toxique.

Dans la voie amyloidogénique, I’APP est clivée par la B-sécrétase ou BACE 1. BACE 1
est une protéine membranaire de type 1 possédant un large domaine extracellulaire comprenant
deux résidus asparagiques (Asp-2 ou memapsin-2) impliqués dans I’activité B-sécrétase [62].
Comme son activité nécessite un pH acide, elle est particulicrement active dans les endosomes,
ce qui suggere que le clivage de I’APP se ferait lors de son internalisation [63]. Ce clivage va
donner un fragment soluble extracellulaire SAPP B et un fragment C-terminal C99 qui reste ancré
a la membrane. De nombreuses études ont montré chez les patients atteints de la maladie
d’Alzheimer, un lien entre ’augmentation de 1’expression de BACE 1 et le stress cellulaire
induit par différents phénoménes tels que I’ischémie, I’hypoxie et le stress oxydatif [64-66]. Le
fragment C99 va ensuite étre clivé par la y-sécrétase pour donner finalement le fragment AB;.40
soluble ou le fragment AP;.4; insoluble, présent dans la maladie d’Alzheimer ainsi qu’un
fragment AICD libéré dans le cytoplasme qui permettrait la transcription de différentes
protéines, dont BACE 1 [67-70]. Les clivages réalisés par les et v sécrétases aboutissent a la

formation d’ AB; cette voie est donc toxique.

1.1.4.2 Les dégénérescences fibrillaires

1.1.4.2.1 Définition des dégénérescences neurofibrillaires

Dans la maladie d’Alzheimer, tous les neurones ne sont pas touchés par la
dégénérescence. Il semblerait, au contraire, qu’un seul type de neurone serait touché, soit les
neurones pyramidaux [71]. Les dégénérescences neurofibrillaires correspondent a 1’accumulation
intraneuronale de fibrilles formées par des filaments appariés en hélices PHF (Paired Helical
Filament). Ces filaments ont un diamétre de 20 nm et un pas d’hélice de 80 nm. Ils s'accumulent
dans les corps cellulaires des neurones ainsi que dans leurs prolongements neuritiques. Ils sont
constitués de I’assemblage de la protéine Tau (Tubule-Associated Unif) anormalement

phosphorylée. Ces filaments sont d’excellents marqueurs ultrastructuraux de la dégénérescence



neuronale dans la maladie d’Alzheimer. Les dégénérescences neurofibrillaires peuvent étre
identifiées par immunohistochimie de la protéine Tau. Les dégénérescences neurofibrillaires
s’étendent de maniére séquentielle dans le cerveau. En effet, les premiéres lésions commencent
au niveau de la région hippocampique (cortex transenthorinal, entorinal, puis hippocampe) et
s’étend progressivement vers les régions associatives (aire de Brodman temporale, pariétale et
frontale) et dans les cas les plus sévéres se propagent vers les aires sensitives (aires motrices et

visuelles) [72].

1.1.4.22 La protéine Tau

La protéine Tau appartient a la famille des MAPs (Microtubule-Associated Proteins) dont
le poids moléculaire est compris entre 45kDa et 65kDa [73]. Le géne de la protéine Tau se trouve
sur le chromosome 17 a la position 17q2. A partir de I’épissage alternatif de ce méme géne, six

isoformes sont obtenus (Figure 3) [74].

Figure 3 Représentation schématique des six isoformes de la protéine Tau exprimées dans le cerveau

humain adulte

Les six isoformes différent par les régions représentées en vert, en mauve et en rouge. Les régions communes a

toutes les isoformes sont représentées en bleu et en noir les régions s’associant aux microtubules.

La partie N-terminale de ces protéines, appelée domaine de projection, a un rdle encore
peu connu. Cependant, il a été montré qu’elle pourrait interagir avec la membrane plasmique de
certains organites tels que les mitochondries [73]. En ce qui concerne le domaine C-terminal des
protéines Tau, il comporte trois régions répétitives qui correspondent aux domaines de liaison

aux microtubules [73]. La protéine Tau joue ainsi un rdle crucial dans l'assemblage et la



stabilisation des microtubules [74, 75]. Ces derniers ont un réle important dans la croissance des
prolongements neuronaux [76, 77], dans le transport le long des axones et dans la plasticité
neuronale [78]. La fixation de cette protéine aux microtubules est assurée par des mécanismes de
phosphorylation [73]. En effet, la protéine Tau permet de réguler I’assemblage des sous-unités de
tubuline en microtubules. Les protéines phosphorylées induisent la dépolymérisation des
microtubules, alors que les protéines déphosphorylées les stabilisent [78]. II existe prés de
80 résidus sérines et thréonines sur la protéine Tau et il semblerait que plus d’une vingtaine
soient phosphorylées. La phosphorylation de Tau est régulée par la balance entre différentes
kinases (GSK-3, CDK-5 et MAPK) [79, 80] et phosphatases (PP1, PP2A et 2B) [81]. Dans la
maladie d’Alzheimer, les PHF s'accumulent dans les corps cellulaires des neurones et dans les
neurites [74]. Sous cette forme, les protéines Tau ne peuvent plus se fixer aux microtubules, ce
qui va bloquer le fonctionnent neuronal et le transport axonal. 1 est intéressant de noter que les
dégénérescences neurofibrillaires ne sont pas spécifiques & la maladie d’Alzheimer [82]. Ce
processus dégénératif est trés répandu parmi les pathologies démentielles et neurodégénératives
[83]. Ces maladies sont nommées des tauopathies. Les sites de phosphorylation sont trés
similaires entre ces maladies. Cependant, la distribution des différentes isoformes dans la
composition des filaments varie. Ainsi, tout comme la maladie d’Alzheimer, la sclérose latérale
amyotrophique et certains syndromes parkinsoniens, tels que le syndrome de I’ile de Guam et le
Parkinson post-encéphalitique, sont caractérisés par I’hyperphosphorylation des isoformes de 60,
64 et 68 kDa (et de maniére minoritaire de 1’isoforme de 72 kDa). Par contre, dans la paralysie
supranucléaire progressive et la dégénération corticobasale, I’isoforme de 60 kDa n’apparait pas
phosphorylé [84, 85]. Dans la maladie de Pick, c’est I’isoforme de 64kDa qui est phosphorylée
[82].

1.1.4.3 La perte neuronale et synaptique dans la maladie d'Alzheimer

La perte neuronale est un phénoméne essentiel dans la maladie d’ Alzheimer, méme si
difficilement quantifiable. Il a été montré que dans les régions corticales, elle est de 20 %, alors
qu’elle peut atteindre prés de 50 % dans certaines régions associatives [86]. Elle prédomine
principalement dans le cortex entorhinal (région CA1 de la corne d’Ammon), ou elle atteindrait

90 % des neurones [87]. Les causes de cette mortalité neuronale ne sont pas totalement
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¢lucidées, malgré de nombreuses hypothéses émises, la principale étant 1’implication des
processus lésionnels induits par ’apparition des plaques séniles et des dégénérescences

neurofibrillaires (présence d’apoptose) [88].

La seconde perte constatée est la perte synaptique, mise en évidence par la diminution
de la synaptophysine (protéine de la membrane des vésicules synaptiques), ainsi que d’autres
protéines présentes dans I’élément pré-synaptique [89]. Il est cependant difficile de déterminer
précisément I’apparition de cette perte. 1l a été¢ également montré que la quantit¢ de GAP-34,
protéine jouant un role dans le maintien synaptique et la régénérescence neuritique, est
significativement réduite dans le lobe frontal de sujets atteints de la maladie d’Alzheimer,

comparés a des sujets sains [90].

1.1.5 Les différentes hypothéses del’ apparition de la maladie d’Alzheimer

Au cours des 25 derniéres années, de nombreuses hypothéses ont proposé un événement
pathologique spécifique lié au développement du déclin cognitif aboutissant a la maladie

d’Alzheimer. Les hypothéses causales les plus fréquemment évoquées sont les suivantes :

- I’hypothése amyloide (accumulation de protéine béta-amyloide);

- I’hypothése cholinergique (réduction cholinergique);

- I’hypothése du cycle cellulaire (rentrée dans le cycle de division cellulaire);

- I’hypothése inflammatoire (inflammation cérébrale);

- I’hypothése tauiste (présence de dégénérescences neurofibrillaires/protéine Tau);

- T’hypothése vasculaire (hypoperfusion cérébrale liée a I’avancée en dge, en présence de
facteurs de risque vasculaires);

- I’hypotheése du stress oxydatif (accumulation de radicaux libres).

Dans cette thése, nous détaillerons plus précisément les hypothéses cholinergiques, amyloides et

celle du stress oxydatif.
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1.1.5.1 L’hypothese cholinergique de la maladie d’Alzheimer

L’étude biochimique systématique de cerveaux de patients atteints de la maladie
d’Alzheimer a débuté a la fin des années 1960 et au début des années 1970. Ces études ont
permis de mettre en évidence une corrélation entre le déclin de symptomes cognitifs et non
cognitifs et les altérations de la neurotransmission cholinergique [91], conduisant & privilégier

I’hypothése cholinergique de la maladie d’ Alzheimer [92].

1.1.5.1.1 La synapse cholinergique

L’acétylcholine est un neuromédiateur, synthétis¢é a partir de la choline et de
I’acétylcoenzyme A [93]. Cette réaction est catalysée par la choline acétyltransférase qui est une
enzyme cytoplasmique synthétisée dans le corps cellulaire des neurones cholinergiques et
transportée vers la terminaison synaptique par un transport antérograde. L’acétylcholine est
ensuite apportée aux vésicules synaptiques a 1’aide d’une ATPase. Lorsque la membrane est
dépolarisée par I’arrivée d’un potentiel d’action, les canaux Ca®* voltages dépendants s’ouvrent.
Cela induit une libération importante de Ca”* intracellulaire provoquant ainsi 1’exocytose des
vésicules synaptiques entrainant la libération de 1’acétylcholine dans la fente synaptique.
L’acétylcholine se fixe ensuite sur deux types de récepteurs, soit les récepteurs muscariniques,
qui sont des récepteurs métabotropiques (récepteurs couplés aux protéines G), et les récepteurs
nicotiniques (récepteur ionotropitque). L’acétylcholine libérée dans la fente synaptique est
dégradée par une enzyme, 1’acétylcholinesterase. Elle hydrolyse 1’acétylcholine en choline et en
acide acétique, et 50 % de cette choline formée est recaptée par la terminaison synaptique

(Figure 4) [92].
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Figure4 Représentation schématique de la synapse cholinergique et de la recapture de

I’acétylcholinestérase

(1) Synthése de I’acétylcholine (Ach) a partir de la choline et de I'acétylcoenzyme A. La synthése de I’Ach
nécessite I’enzyme choline-acétyl-transférase (CAT). (2) L’ACh est stockée dans les vésicules pre-synaptiques. (3)
Elle est libérée par I’arrivée du potentiel d’action (PA) au niveau de la terminaison nerveuse induisant ainsi
I’ouverture des canaux-voltages dépendants qui provoquent 'ouverture des vésicules dans la fente synaptique
permettant la libération de I’ACh. (4) L’ Ach est ensuite hydrolysée par ’acétylcholinestérase (AChE) en choline et
acétate qui sont rapidement recaptées par le neurone pré-synaptique. (5) Dans la maladie d’Alzheimer I'utilisation
d’inhibiteur de I’AChE (donopézil, rivastigmine et galentamine) permettrait d’améliorer la transmission synaptique.

(inspirée de Francis, Palmer et Wolcok, Journal of Neurology, Neurosurgery and Psychiatry, 1999).

1.1.56.1.2 Le déficit cholinergique et la maladie d’Alzheimer

L’hypothése cholinergique de la maladie d’Alzheimer est basée sur des études post
mortem de cerveaux de patients atteints de cette pathologie. En effet, 1’étude biochimique de
tissus provenant de biopsies de cerveaux de patients atteints de la maladie d’ Alzheimer indique

un déficit sélectif de neurotransmetteurs. Spécifiquement, des marqueurs pré-synaptiques du
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systeme cholinergique apparaissent uniformément réduits, ce qui est illustré par une diminution
de I’activité de I’acétylcholine transférase et de la synthése de 1’acétylcholine. Ces déficits sont
fortement corrélés au niveau d’altérations observées chez ces patients [94-96]. Par ailleurs, des
¢tudes neurochimiques ont montré que la perte des neurones cholinergiques, au niveau du noyau
basal de Meynnert, et la perte de la transmission cholinergique dans le cortex cérébral et dans
d’autres aires, contribuent significativement a la détérioration des fonctions cognitives [91]. Ces
résultats ont été confirmés par 1’é¢tude de modeles animaux. Par exemple, des études réalisées
chez des rats traités a la scopolamine, un antagoniste des récepteurs muscariniques, indiquent
une diminution du taux d’acétylcholine dans I’hippocampe avec, en parallele, un déficit de la
mémoire spatiale [97-99]. Or, I’hippocampe regoit ses afférences cholinergiques via le septum
médian (composé majoritairement de neurones cholinergiques et impliqué dans la synthése de
I’acétylcholine transférase) [100]. Ainsi, la lésion au niveau du septum médian induit une
diminution de [P’activit¢é de 1’acétyltransférase et donc une diminution de la synthése
d’acétylcholine aboutissant a la perte de la mémoire [101, 102]. De plus, I’administration de la
linopiridine, un agent augmentant le relargage de 1’acétylcholinestérase et, par conséquent,
induisant une diminution de 1’acétylcholine dans la fente synaptique chez les animaux traités,
provoque un déficit de la mémoire spatiale [103]. Par ailleurs, il a été montré que I’Af} peut agir
sur la transmission cholinergique en bloquant 1’absorption de choline et le relargage de
I’acétylcholine [104, 105]. Des études ont aussi montré que la diminution de la voie
cholinergique provoque la diminution de la kinase Akt, induisant 1’augmentation de la kinase

GSK-3 qui va phosphoryler la protéine Tau [106, 107].

1.1.5.2 Hypothése de la cascade amyloide

L’hypothése de la cascade amyloide place 1’agrégation des fibrilles d’AB comme le
phénoméne initiateur de la maladie d’Alzheimer, considérant les autres modifications
neurodégénératives (e.g. hyperphosphorylation de la protéine Tau, inflammation et stress

oxydatif) comme étant des phénoménes secondaires [108, 109].
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Figure 5 Hypothése de la cascade amyloide de 1a maladie d’Alzheimer

Cette hypothése soutient I’idée que I’agrégation du peptide AP serait responsable des événements en aval tels que la
perte neuronale, le dép6t des plaques, la neuro-inflammation I’hyperphosphorylation de la protéine Tau et

finalement les déficits neuronaux et cognitifs (d’aprés Hardly 2002).

Cette hypothése se base sur I’observation des plaques séniles dans le cerveau des patients atteints
de la maladie d’ Alzheimer qui est caractéristique de cette pathologie. Elle a surtout été renforcée
par la découverte de mutations génétiques responsables de la forme familiale autosomale
dominante de la maladie d’Alzheimer sur les génes codant pour I’APP, PS1 ou PS2 [110]. Ainsi,
d’apreés cette hypothése, 1’agrégation anormale d’Af entrainerait une série de déséquilibres et de
processus neurotoxiques aboutissant & la mort neuronale et a la démence. Récemment, de
nombreuses études attestent qu’il n’y pas uniquement les fibrilles d’AP qui sont responsables de
la toxicité, mais aussi les oligomeéres de faible poids moléculaire tels que les protofilaments, les
monomeres et les agrégats sphériques. Bien que les mécanismes d’agrégation et 1’apparition de

I’AB chez I’homme sont encore trés mal connus, il est important de souligner que les premiers
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oligomeéres sont les plus toxiques et apparaissent avant la formation des plaques en réponse a leur
propre accumulation. En effet, les fibrilles d’AP et les oligoméres sont responsables de la
dégénérescence impliquée dans I’altération des fonctions synaptiques liées au déficit cognitif
présent dans la maladie d’Alzheimer [111, 112]. Par ailleurs, les diméres, triméres et tétraméres
peuvent induire de la toxicité en se liant aux lipides membranaires, en stabilisant la formation des
fibrilles intermédiaires et en perturbant la plasticité synaptique [113]. Cependant, depuis ces
derniéres années, une meilleure connaissance de la physiopathologie de la maladie d’ Alzheimer
a conduit les chercheurs a revoir le role de I’AB dans la maladie d’ Alzheimer et, par conséquent,

I’hypothése de la cascade amyloide. En effet, des études ont montré :

- une induction de la diminution des lésions causées par le stress oxydatif a proximité des
dépots amyloides [114];

- D’apparition du stress oxydatif semble précéder les dépots amyloides [115-117];

- I’APBi40 et APi142 auraient un effet protecteur sur le stress oxydatif induit par le fer et le

cuivre [118].

En se basant sur ces observations, deux écoles de pensées se sont établies en ce qui concerne le
role de I’AP dans la maladie d’Alzheimer : 1) elle initierait les processus de production des
especes réactives de 1’oxygene et les dysfonctions mitochondriales et, 2) la production d’Ap

serait une voie de défense contre le stress oxydatif.

1.1.5.3 L hypothése du stress oxydatif

Un intérét considérable est porté sur I'importance des radicaux libres dans la
physiopathologie de nombreuses maladies neurodégénératives et principalement dans la maladie
d’Alzheimer [119, 120]. 1l est important de noter que, en raison de sa forte teneur en lipides, de
sa consommation élevée en oxygene et de son faible systéme de défense antioxydant, le cerveau
est particuliérement sensible au stress oxydatif [121-124]. Bien que le cerveau représente
seulement 2 % du poids corporel, il consomme environ 25 % de l'oxygéne respiré. C’est
pourquoi les neurones sont particuliecrement vulnérables au stress oxydatif [122]. En effet, de
nombreuses études in vitro et in vivo suggérent que |’apparition des plaques séniles et de
dégénérescences neurofibrillaires, sont étroitement liées a une cascade d’événements précoces

induisant la formation d’AB [109]. Cette cascade est la cause de nombreuses dérégulations des
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voies de signalisations, des dysfonctions mitochondriales, de la toxicité et des modifications du

métabolisme cellulaire. Or, tous ces événements conduisent a la formation directe ou indirecte de

radicaux libres qui induisent la synthése d’AB [125].

1.1.5.3.1 Généralités sur le stress oxydatif
Les radicaux libres

La production des radicaux libres, également appelée espéces réactives de I’oxygéne et
de I’azote, fait partie du métabolisme cellulaire physiologique chez les organismes aérobies. Les
radicaux libres sont des molécules possédant un électron célibataire sur la derniére orbitale
¢lectronique. Ces composés sont extrémement instables et auront tendance a réagir avec d’autres
molécules plus stables afin d’apparier leur électron célibataire. La majorité des radicaux libres
est produite par la chaine respiratoire mitochondriale (90 %) [126]. En effet, une grande partie de
l'oxygene récupérée par la respiration se transforme en H,O par une réduction tétravalente dans
la membrane interne mitochondriale [127]. Cette réaction joue un réle trés important dans la
cellule en couplant I’oxydation de coenzymes transporteurs d’hydrogéne ou d’électrons avec la
phosphorylation de I’ADP en ATP. Elle permet de fournir une importante source d’énergie
(36 molécules d’ATP) [127]. Une petite quantité de radicaux libres peut étre bénéfique a la
cellule en jouant le role de messager, régulateur de génes ou médiateurs de 1’activation cellulaire
[128]. Cependant, certaines études suggérent qu’un faible pourcentage (1-5 %) de 1’O, utilisée
par la mitochondrie n’est pas complétement réduit et produit des especes réactives de I’oxygéene.
Cette petite quantité peut s’amplifier par des mécanismes inflammatoires, d’intoxication aux
métaux lourds, d’irradiations, d’ischémies, de défaillances nutritionnelles ou de la carence d’un
ou de plusieurs antioxydants d’origine alimentaire [128]. Ce phénoméne peut aussi apparaitre a
la suite d’une anomalie génétique responsable du mauvais codage d’une protéine antioxydante

comme la glutathion synthétase (GS) produisant le glutathion (GSH) [128].

Ainsi, les radicaux libres sont produits spontanément et continuellement au sein de notre
organisme. Le maintien homéostatique du niveau des espéces réactives a 1’oxygeéne est controlé
par les défenses antioxydantes de 1’organisme de nature enzymatique [129] ou non enzymatique
[130].
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Les systémes de défense antiox ydants

Les antioxydants enzymatiques (superoxyde dismutase, glutathion peroxydase, etc.)

semblent étre la premiere ligne de défense contre les espéces réactives a 1’oxygéne (Figure 6) :

La superoxyde dismutase (SOD) catalyse la réaction de dismutation de I’anion
superoxyde (O;) en peroxyde d’hydrogéne (H;0,). La SOD existe trois isoformes,
dépendantes de sa localisation cellulaire, une forme cytoplasmique et nucléaire associée
aux 1ons cuivre et zinc (Cu/Zn-SOD), une forme mitochondriale associée au manganése

(Mn-SOD) et une forme extracellulaire (EC-SOD) [130-132].

- La glutathion peroxydase (GPx) agit sur la dismutation de I’ H,O, en H,O et O,. Lors
de cette réaction, deux molécules de GSH-réduit sont oxydées en glutathion-disulfure
(GSSG) [130, 132]. A titre d’information, il existe également une GPx associée a la
membrane mitochondriale qui est spécifiquement impliquée dans la diminution de la
peroxydation lipidique la phospholipide-hydroperoxyde glutathion peroxydase (PHGPx)
[130, 132].

La glutathion réductase (GR) permet de régénérer le GSH a partir du GSSG grace au
NADPH qui est utilisé comme donneur d’électrons. En effet, la concentration cellulaire
en glutathion étant limitée dans la cellule, il est nécessaire de le réduire constamment
pour que la GPx maintienne sa fonction. La GPx et la GR sont localisées dans le cytosol

et dans les mitochondries [133].

La catalase catalyse la dismutation du H,O; en formant de I’H,O et de 1’0, [130] [132].
Elle se retrouve préférentiellement dans les peroxysomes et, en plus faible quantité, dans

le cytoplasme.

Les antioxydants non-enzymatiques (vitamines, oligoéléments, coenzymes, polyphénols, etc.)

ne sont pas synthétisés par I’organisme. Ils proviennent majoritairement de notre alimentation.
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Stress oxvydatif : Définition

A Iétat normal, la balance anti/pro-oxydant est en équilibre. Si cet équilibre est perdu, la
cellule se trouve alors en situation de stress oxydatif. Cette situation devient pathologique dés
que le systéme de protection est submergé par les radicaux libres. Ainsi, le stress oxydant
correspond a un déséquilibre entre la génération des espéces réactives a I’oxygene et les défenses

antioxydantes de I’organisme, en faveur des premiéres.

La formation des radicaux libres est décrite par la figure 6. L’O; est capable de capter un
électron par réduction monovalente et former 1’0O,". La dismutation de 1’0, par la SOD entraine
la formation du H,0,. Le H,O; n’est pas un radical libre, proprement dit, mais il est réactif et
posséde une forte activité oxydante. De plus, il est capable de traverser les barriéres biologiques
et peut ainsi se retrouver loin de son lieu de production. Le H,O;, en présence de fer ferreux
(Fe**), va se décomposer, suivant la réaction de Fenton, en un radical hydroxyle (OH"). Le
monoxyde d’azote (NO) interagit avec les anions superoxydes pour former des anions
peroxonitriques (ONOQ") et sa dégradation va aboutir a la formation du radical dioxyde d’azote
(NOy). L’OH’ et le NO, sont trés instables et trés réactifs ce qui leur permet d’interagir avec de
nombreuses especes moléculaires se trouvant a proximité (protéines, lipides et ADN) [128, 134,

135].
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Figure 6 Formation et détoxification des espéces réactives de I’oxygéne et du nitrogéne

(1, 2, 3) : La réduction monovalente de I’oxygéne (O,) résulte en la formation de I’anion superoxyde (O,") dans la
mitochondrie, qui est ensuite convertie en peroxyde d’hydrogéne (H20») par la superoxyde-dismutase (SOD). (4, 5,
6): Le HoO; est catabolisé soit par la catalase qui aboutit 4 la formation du H,0 et de I’ O,, soit par la glutathion
peroxydase qui permet la peroxydation du glutathion réduit (GSH) en glutathion oxydé (GSSG) qui est recyclé pour
étre réduite en GSH par la glutathion réductase. (7, 8) : Le HyO», en présence de fer **, génére le radical hydroxyle

(OH") qui va induire I’oxydation des macromolécules. (9, 10, 11) : La combinaison de monoxyde d’azote (NO) et de
O, forme I’anion peroxynitrite (OONO") et sa dégradation séquentielle va aboutir a la formation du radical dioxyde

d’azote (NO;") (modifié de Chauchan V et chauchan A, 2006, phathophysiology.

Cependant, dans une situation pathologique 1’excés de radicaux libres peut entrainer de
nombreux dommages tels que la peroxydation lipidique [136, 137], ’oxydation de ’ADN (dont
I’ADN mitochondrial) [138], induisant la mutation de nombreuses bases, la rupture du double

brin et I’oxydation des protéines causant ainsi la perte de leurs propriétés [139].

Sous I’action des radicaux libres, ’ADN nucléaire va étre altéré par différents
mécanismes tels que ’oxydation des bases, la formation de sites abasiques, d’adduits intra-
caténaires et de la rupture des brins, etc. L’oxydation des bases engendre la formation d’un grand
nombre de bases modifiées tel que 8 oxo guanine, 8 nitro guanine, formamidopyrimidine, 8 oxo

adénine, formimido wuracile, 5 hydroxycytosine, 5 hydroxy méthyl uracile, thymine diol,
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oxazolone [140]. L’oxydation de ’ADN est trés fréquente, mais les systtmes de réparation
(excision et recombinaison des bases) sont particuliérement efficaces, ce qui permet le maintien
de ’ADN [141]. L’ADN mitochondrial est plus sensible au stress oxydatif que I’ADN nucléaire.
Cela peut s’expliquer par le fait que I’ADN mitochondrial ne posséde pas d'histones, qu’il est
localisé proche de la membrane interne, que ses mécanismes de réparations sont faibles et que sa
structure circulaire sans introns augmente le risque de mutations [140]. Par ailleurs, I’ADN
mitochondrial code pour des sous-unités de protéines impliquées dans la phosphorylation
oxydative. Ainsi, leur mutation pourrait augmenter la fuite d’électrons de la chaine respiratoire
en induisant la production d’espéces réactives de ’oxygeéne. Or, plus la fuite d’électrons est
importante, plus le stress oxydatif va augmenter les mutations mitochondriales aggravant ce

phénomeéne [141].

Les protéines et les acides aminés sont aussi susceptibles d'étre oxydés par les especes
réactives de I’oxygeéne via des modifications chimiques (Tableau 1-1). En effet, les protéines
sont particuliérement sensibles aux attaques radicalaires. Les principales modifications
oxydatives sont provoquées par 1’introduction de groupes carbonyles (R-CH=0 ou R-C=0-R’)
ou hydroxyles (R-OH), et la formation de pont disulfure ou de méthionine sulfoxide dans la
protéine [142]. Les principaux mécanismes de formation des protéines carbonylées [143, 144]

sont :

- Le clivage oxydatif de la chaine carbonée polypeptidique de différents acides aminés via
une liaison a-aminée (lysine, arginine, proline, tryptophane, etc.) [139].

- La formation d’adduit de Michael entre les résidus histidine, lysine et cystéine avec des
produits de la peroxydation lipidique [145, 146].

- Par la réaction de réduction d’un sucre ou d’un produit d’oxydation avec les résidus

lysines et arginines (glycation et glycoxydation).

Les modifications apportées sur les protéines aboutiront, dans certains cas, a la perte de leurs
propriétés biologiques (enzymes et récepteurs), ce qui pourrait entrainer une plus grande

sensibilité aux protéases et aux protéasomes.
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Tableau 1-1 Les produits d’oxydation des principaux acides aminés (modifié de B. Berlett et Earl R. Stadtman
1997, Journal of Biological Chemistry)

Acide aminé Produits d’oxydation

Cystéine Disulfide, acide cystique

Méthionine Méthionine sulfoxide, méthionine sulfone

Tyrosine Dityrosine, nitrotyrosine, chlorotyrosines, 3,4-Dihydroxyphenylalanine

Tryptophane Hydroxy- et nitro-tryptophans, kynurenine
Phénylalanine Hydroxyphenylalanine

Valine, Leucine Hydroperoxides

Histidine 2-Oxohistidine, asparagine, aspartate

Proline Hydroxyproline, pyrrolidone, glutamic semi-aldéhyde
Thréonine Acide 2-Amino-3-cetobutyrique

Arginine Semialdéhyde glutamique, chloramine

Glutamate acide oxalique, acide pyruvique

Lysine Semialdéhyde, chloramine

Les dommages causés par I’oxydation des lipides différent fondamentalement des autres
radicaux libres. En effet, la peroxydation lipidique peut endommager les membranes cellulaires
en perturbant la structure membranaire causant ainsi des changements de fluidité et de
permeéabilité membranaire, des altérations dans le transport des ions et I’inhibition de procédé
métabolique. L’oxydation des lipides génére également des sous-produits hautement réactifs tels
que les isoprostanes, les neuroprostanes, les malondialdehydes (MDA), Ile

4-hydroxy-2-trans-nonenal (4-HNE) et ’acroléine [147].
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Les isoprostanes dérivent in situ de la peroxydation de la forme estérifiée de 1’acide
arachidonique formant les F2-isoprostanes [148]. Les acides gras polyinsaturés et 1’acide
docosahexnoique peuvent étre également oxydés générant les F3-isoprostanes et les
F4-isoprostanes. Ces derniers sont appelés neuroprostanes du fait de la présence d’un taux élevé
de leur précurseur dans le cerveau [149, 150]. Une fois produits, les isoprostanes sont hydrolysés
par des phospholipases et relargués sous forme de phospholipides. Par ailleurs, certains
isoprostanes sont des composés électrophiles hautement réactifs et vont former des adduits de

Michael avec les thiols (résidus cystéines et GSH) présents dans la cellule [151].

Le 4-HNE résulte de la peroxydation lipidique de 1’acide linoléique et de I’acide
arachidonique. Il est connu pour étre fortement réactif et agit comme un médiateur de stress
oxydatif [152]. 1l est cependant difficile de le quantifier in vivo, car il réagit trés rapidement avec
le GSH, avec différentes protéines ou avec des acides nucléiques. 1l réagit également avec les
résidus lysines, histidines et cystéines aboutissant a la formation des adduits de Michael et de

base de Schiff [147].

Tel que démontré précédemment, la peroxydation lipidique génere des composés carbonylés,
o,B-insaturés hautement réactifs incluant Pacroléine. Plus précisément, I’acroléine de formule
moléculaire CH,=CH-CHO est un aldéhyde, a,B-insaturé possédant un groupement aldéhyde et
une double liaison carbone-carbone. L’acroléine est un composé fortement électrophile qui réagit
avec les groupements nucléophiles [152]. En effet, de nombreuses études suggérent que
’acroléine interagit avec les résidus lysine, cystéine et histidine [152, 153]. Il est intéressant de
noter que I’acroléine réagit plus rapidement avec les groupements thiols qu’avec les groupements
amines. Par conséquent, 1’acroléine réduit le taux de GSH par la formation de GSH-acroléine
[153]. Ce composé est particulierement intéressant, car parmi tous les aldéhydes a, B- insaturés,
I’acroléine est le plus réactif avec le GSH. Par exemple, il réagit avec le GSH entre 100 a
150 fois plus rapidement que le 4-HNE [153]. La constante de dissociation des adduits formés
entre les thiols et I’acroléine est 10 & 1 000 fois supérieures a celles formées avec des aldéhydes
confirmant effectivement que les adduits thiol-acroléine sont plus stables que ceux formés avec
d’autres aldéhydes a,B-insaturées [147, 152-154]. Des études comparatives ont montré que
I’acroléine est plus toxique que le H,O, et ’OH’. De plus, elle agirait directement sur la

mitochondrie en ciblant spécifiquement la lactate déshydrogénase et le complexe I mitochondrial
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[155, 156]. Des études récentes, réalis€ées dans notre laboratoire, ont permis de montrer que
I’acroléine induit la diminution du GSH, la génération des espéces réactives de 1’oxygene,
I’oxydation des protéines et modifie la voie de signalisation sensible au potentiel-redox

impliquée dans le stress oxydatif [157].

1.1.5.3.2 Lien entre I’AB et le stress oxydatif

Un nombre considérable d’études indique que I’AP provoque des dommages oxydatifs
induisant la mort neuronale et provoquant ainsi des déficits de mémoire et de cognition tels
qu’observés chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer [135]. La toxicité induite par
I’AB a travers différents mécanismes [158]. Par exemple, il a été récemment démontré que les
formes monomériques A4 et APi42 joueraient un réle neuroprotecteur en chélatant les
espéces réactives de I’oxygene induites par les ions métalliques. En effet, I’AB posseéde une forte
affinité pour le Cu®* et le Zn 2*. Cependant, I’amyloide sous forme agrégée ou oligomérique
devient toxique et perd son activité antioxydante, contribuant a la génération d’especes réactives
de T'oxygéne tel que le H,O, [159]. Ainsi, I’hypothése récemment émise serait que
’augmentation de la chélation des métaux par I’ AB augmenterait la concentration d’Af au
niveau des plaques séniles et 1’effet protecteur deviendrait par conséquent toxique [160, 161]. De
plus, le complexe AB-Cu** est capable d’oxyder le cholestérol formant des oxystérols
neurotoxiques qui exercent un effet toxique a de trés faibles concentrations (de ’ordre du
nanomolaire), via la génération des espéces réactives a 1’oxygene, notamment 1’ H,O, [162].
Inversement, le traitement des cellules de neuroblastomes humains (SH-SY5Y) avec induit
I’augmentation de I’AP [163]. Les fibrilles d’AB sont également capables de générer du
monoxyde d’azote qui, directement ou indirectement, peut provoquer un dysfonctionnement
mitochondrial induisant la mort neuronale chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer
[164, 165]. Comme mentionné précédemment, le stress oxydatif est impliqué dans I’oxydation
des macromolécules cellulaires induisant I’oxydation de I’ADN, des protéines et des lipides. Or,
des études ont montré que cette oxydation serait li€e a I’action de I’AB. En effet, 1’exposition des
cellules PC12 (cellules issues d’un phéochromocytome de rat) a de I’Af induit des dommages de
I’ADN mitochondrial [166]. De plus, il a ét¢ montré que I’injection du peptide AB1-42 au

niveau du noyau basal de Meynert d’un cerveau de rat provoque I’augmentation du taux de
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protéines carbonylées. Ces résultats ont été confirmés par des études protéomiques qui ont
permis de déterminer la localisation régionale de 1’oxydation protéique. Certaines protéines
oxydées ont été localisées au niveau du cortex telles que la glutamine synthétase, la tubuline f et
la chaperonine 60 (HSP60) et d’autres protéines ont été localisées au niveau de I’hippocampe
telles que la B-synucléine, la pyruvate déshydrogénase, et la glyceraldéhyde-3-phosphate
déshydrogénase [167]. Ces résultats suggérent qu’une injection ciblée dans le cerveau peut avoir
des répercussions propagées dans différentes régions de celui-ci. L’ AB .4, augmente également la
peroxydation lipidique via la production du 4-HNE et de I’acroléine [147, 168, 169]. En effet, il a
été suggéré que le traitement des cellules de tératocarcinome humain (NT2) avec du 4-HNE

induit également une augmentation du niveau d’Ap [170].

1.1.5.3.3 Protéine Tau et le stress oxydatif

Tel que cité dans le paragraphe 1.1.4.2.2, I’hyperphosphorylation de la protéine Tau dans
la maladie d’Alzheimer est la conséquence de 1’augmentation de I’activité de protéines kinases
[171, 172] et/ou la diminution de I’activité de protéines phosphatases [173]. Par ailleurs, de
nombreuses études in vitro et in vivo suggérent que le stress oxydatif contribue a
I’hyperphosphorylation de la protéine Tau et a la formation des 1ésions neurofibrilaires. En effet,
le traitement de culture primaire de neurones par une combinaison de cuprizone (un chélateur de
cuivre) et de Fe?*/H,0, induit un stress oxydatif, qui a provoqué I’augmentation de fagon
anormale la phosphorylation de la protéine Tau [174]. Dans une autre étude, il a été rapporté que
le traitement de cellules de neuroblastomes humains (SH-SYS5Y) et des neurones corticaux
primaires issus d’embryons de souris par 1’acroléine, augmente considérablement
I’hyperphosphorylation de la protéine Tau. Cette phosphorylation a lieu au niveau du site
reconnu par PHF-1, qui est le site de phosphorylation de la kinase GSK3 [175]. Plus récemment,
il a été suggéré que Il’induction d’un stress oxydatif chronique aux cellules issues de
neuroblastomes humains (M17) via [D’inhibition de la GSH par la BSO augmente
significativement 1’hyperphosphorylation de la protéine Tau au site PHF-1 (ser 396/404) [176].

Ces études sont en accord avec d’autres réalisées sur des modeles amicaux transgéniques.

Telle que I’étude du mod¢le de la drosophile mutante pour la thioredixine réductase induisant
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ainsi une diminution de la sod2 mitochondriale provoquant par conséquent la toxicité liée a la
protéine Tau [177]. Ces résultats ont ét€¢ confirmés par le modele de souris transgéniques
(Tg2576/s0d2") surexprimant la forme mutante de I’APP humaine et la mutation hétérozygote de
la Sod2. Les auteurs ont montré que ces souris présentent une augmentation de la

phosphorylation de la protéine Tau sur la serine-396 [178].

1.1.5.3.4 L’implication du stress oxydatif dans la maladie d’Alzheimer

De nombreuses études supportent le role du stress oxydatif dans la physiopathogenése de
la maladie d’Alzheimer. Particuliérement, des études réalisées sur des cerveaux post mortem de
patients atteints de la maladie d’ Alzheimer montrent une augmentation de I’oxydation de I’ADN
[124, 179], des protéines [139, 144] et des lipides [121]. Parmi les différentes modifications
oxydatives, la peroxydation lipidique serait I’un des inducteurs de la pathogenéese de la maladie
d’Alzheimer. En effet, I’augmentation du niveau de peroxydation lipidique chez les patients
atteints de la maladie d’Alzheimer a été déterminée par I’augmentation de la concentration : du
F4-isoprostanes dans I’hippocampe et le cortex frontal [180], du F2-isoprostanes dans le liquide
céphalorachidien [181], du 4-HNE [182] dans I’hippocampe, dans ’amygdale, dans le gyrus

temporal médian et dans le cervelet [121].

Plus récemment, des études réalisées sur des tissus post mortem de cerveaux de patients
souffrant de troubles cognitifs légers (MCI, Mild Cognitive Impairment), correspondant au stade
précoce de la maladie d’Alzheimer présentent un profil similaire de dommages causés par le
stress oxydatif. Cependant, trés peu d’études ont réussi & quantifier le taux des marqueurs de
stress oxydatif [183). A ce jour, une seule étude a quantifié I’ADN oxydé dans le cerveau de
tissus post mortem de patients MCI. Cette étude suggeére que les taux de 8-hydroxyguanosine
5-hydroxycytosine et 8-hydroxyadenine sont significativement plus élevés dans I’ADN nucléaire
des neurones issus du lobe frontal, pariétal et temporal des patients MCI que celui des sujets

controles [184].

Le nombre d’études ciblant les protéines oxydées chez les patients MCI est également
trés limité. Il a été cependant montré que la concentration des protéines carbonylées dans le
gyrus temporal moyen des patients MCI est supérieure au sujet contréle, suggérant ainsi une

augmentation du stress oxydatif [185]. De plus, une étude protéomique a identifié différentes
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protéines oxydées dans I’hippocampe de patients MCI tels que a-enolase, glutamine synthétase
et la pyruvate kinase [186]. Cependant, d’autres études sont nécessaires afin de conclure a la
possible contribution de 1’oxydation protéique dans la pathogenése de la maladie d’ Alzheimer.
Les protéines carbonylées ont été principalement détectées au niveau des neurones en
dégénérescence neurofibrillaire [187]. Certaines de ces protéines oxydées sont impliquées
directement ou indirectement dans la production énergétique, dans le systéme antioxydant, dans
le systéme d’ubiquitination, dans les protéines de choc thermique et dans le systéme synaptique.
L’oxydation de ces protéines pourrait donc compromettre leur intégrité fonctionnelle [188, 189].
En effet, des études in vitro réalisées dans le laboratoire démontrent que le traitement des cellules
de neuroblastomes humains, les SK-N-SH par de I’acroléine induit 1’augmentation des protéines
carbonylées et du niveau du 4-HNE ainsi que I’activation de nombreuses voies de signalisation

sensibles au potentiel redox [121, 157, 190].

Contrairement a I’ADN et aux protéines oxydées, de nombreuses études ont montré une
augmentation de la peroxydation lipidique dans le cerveau de patients MCI. Certaines de ces
études ont été détaillées dans la revue de Singh et ses collaborateurs [121]. Briévement, il a été
observé chez les patients MCI une augmentation de la concentration de F2-isoprostane dans les
urines, le plasma et le liquide céphalorachidien [191-193], de F4-isoprostanes au niveau du lobe
frontal, pariétal et occipital [194]. Les résultats concernant 1’acroléine sont plus nuancés. En
effet, il a été montré que la concentration d’acroléine est supérieure dans 1’hippocampe et le
cervelet des patients atteints de la maladie d’Alzheimer, contrairement aux patients MCI. Par
ailleurs, aucune différence du taux d’acroléine n’a été observée entre les patients MCI et les
contrles dans ces régions spécifiquement. Cependant, cette méme étude démontre que la
concentration d’acroléine est significativement plus élevée au niveau du gyrus temporal moyen
chez les patients MCI que chez les contrdles [195]. Une étude comparative plus récente a montré
que la concentration d’acroléine est supérieure dans I’hippocampe de patients MCI comparée a
celle des controles [196-198]. Ces résultats suggerent donc que la peroxydation lipidique
apparait précocement dans le développement de la maladie et au niveau de différentes régions du

cerveau.

Ces résultats ont été récemment confirmés par des études in vitro et in vivo suggérant

I’implication de 1’acroléine dans la maladie d’ Alzheimer. Nous avons récemment démontré dans
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le laboratoire que 1’acroléine exerce un effet toxique sur des cultures primaires d’astrocyte de
rats en agissant sur le GSH et sur la gamma-glutamylcystéine synthétase. De plus, 1’acroléine
active différentes voies de signalisation redox qui seront détaillées dans le chapitre 1.1.6 tel que
Nrf2, Nfk-B et Sirt-1 [190]. L’acroléine induit également la mortalit¢ des neurones
d’hippocampiques immortalisés (HT22) de fagon temps et dose — dépendants [199]. Les auteurs
ont également démontré que I’acroléine augmente le niveau de certaines protéines associées a la
maladie d’Alzheimer tel que I’APP, BACE-1 et ADAM-10. De plus, l'administration
intragastrique de 2,5 mg/kg/jour d’acroléine pendant 8 jours a des rats cause une diminution de
leur apprentissage mesurée au test de la piscine de Morris ainsi qu’une atrophie des neurones
hippocampiques [199]. Ces résultats sont particuliérement intéressants, car jusqu'a présent tres
peu d’études sur des modéeles animaux ont montré I’effet de 1’administration orale d’acroléine
sur le cerveau du fait du puissant caractére 1étal [200] ou d’autres complications qu’engendre

cette molécule [201-203].

Au cours des 20 derniéres années, afin de mieux comprendre les mécanismes impliqués
dans la maladie d’Alzheimer, de nombreux mode¢les de souris transgéniques ont été développés
[119]. Ces souris présentent les principaux marqueurs biologiques et cognitifs de la maladie
d’Alzheimer tels que les plaques séniles et/ou les dégénérescences neurofibrillaires. Le
tableau 1-2 récapitule les principaux modéles animaux utilisés dans la maladie d’Alzheimer et
cible principalement les dommages causés par le stress oxydatif. Il est particuliérement
intéressant de noter que, chez certains modéles animaux, le stress oxydatif apparait avant le
dépot des plaques séniles, suggérant un role précoce du stress oxydatif dans la physiopathologie
de la maladie d’Alzheimer, et qu’il pourrait étre impliqué dans la synthése et 1’agrégation de
I’AB [116, 119, 204-207].

Ainsi, I’étude de cerveaux de patients MCI et de modéles animaux a permis de confirmer
que le stress oxydatif apparait de fagon précoce dans la pathogenese de la maladie d’Alzheimer.
Il représente donc une cible thérapeutique potentielle afin de ralentir 1’apparition et la

progression de cette pathologie
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Tableau 1-2 Résumé de marqueurs de stress oxydatifs présents chez certains modéles animaux transgéniques de la maladie d'Alzheimer

Ce tableau décrit le lien entre 1’4ge et ’apparition des plaques d’ A, les déficits cognitifs et I’apparition des dégénérescences neurofibrillaires. (SOD= Superoxyde dismutase;
GPX=glutathion peroxidase; GR= glutathion réductase) (modifié¢ de Belkacemi et Ramassamy 2012, Free Radical Biology and Medicine).

Souris Mutations Plaques DNFs Déficits Dysfonctions Peroxydations Protéines Activité de la Activité de Ratio
transgéniques séniles (Tau) cognitifs  mitochondriales lipidiques oxydées SOD la GX et GSH/GSSG
(AB) GR
Tg2576 APP Suédoise  11-13 mois  Absentes 9-10 - 28 2 3mois 2 3mois ¥ GPX a3 -
) (208] [208] mois mois (209] (209] o
K670N/M671L [208] [115] {209]
PS 1M 146L PS1 M156L Absentes _ - 19-22 19-22 - Absente Absente Absente
[210] mois mois [211] [211] [211]
[211] 211
APP/PS 1 APPSwe/ 6 mois - - 2 9 mois 21 mois 21 mois V¥ 3mois YGPX et -
PS1246L [212] [212] [213] [213] [214] G
= 3mois
[215]
3X-TgAD APP swe/ 6 mois 2 12 mois 4 mois 2 3 mois 3-5 mois - A 3-5 mois AGPX Absente
Tau P301L/ [216] [216] [217] [218] [218] [218] GR absence [218]
PSIM146V e
3-5 mois
[218]
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1.1.6 Les voies de signalisation impliquées dans la maladie d’Alzheimer

Comme nous 1’avons vu précédemment, la maladie d’Alzheimer est une maladie
multifactorielle qui est difficile a traiter, car de nombreuses voies biochimiques sont
altérées de fagon séquentielle ou en paralléle. Ainsi, pour trouver un traitement efficace
contre cette pathologie, il est important de bien comprendre les mécanismes cellulaires
sous-jacents. De nombreuses études ont montré que les principales voies de signalisation
impliquées dans la maladie d’ Alzheimer sont la voie antioxydante sensible aux potentiels
redox (Keapl/INrf2) [219], les voies jouant un réle dans I’inflammation (NFk-B) [220,
221] et les voies impliquées dans la survie cellulaire (Sirt-1 et Akt/GSK-3) [222, 223].

1.1.6.1 La voie redox antioxydante Keapl/Nrf2 dans la maladie d’Alzheimer

1.1.6.1.1 Interaction Keap1/Nrf2

Le moyen que posséde la cellule pour répondre a un stress oxydatif est de
développer un systtme de défense antioxydant endogéne afin de maintenir son
homéostasie redox et se protéger contre les dommages oxydatifs. De nombreuses études
suggerent un réle important du facteur de transcription Nrf2 (ou Nuclear Factor
Erythroid 2 Related Factor 2) [224, 225]. Nrf2 est un membre de la sous-famille des
facteurs de transcription cap 'n’collar de type zipper a leucines basiques. Son expression
est ubiquitaire. Dans des conditions basales, il est séquestré dans le cytoplasme par la
protéine Keapl (ou Kelch-like ECH-associated protein 1). Celle-ci joue un réle central
dans la régulation de la réponse Nrf2. Keapl va ensuite le cibler vers le protréasome ou
Nrf2 sera dégradé via des interactions avec I’ubiquitine ligase [226]. Ainsi, Keap1 (riche

en résidus cystéines), joue le réle d’un véritable censeur de 1’état redox des cellules.

Dans une situation de stress oxydatif, les résidus cystéines présents sur Keapl
vont réagir avec les espéces réactives de 1’oxygéne ou avec des molécules dites
inductrices (€lectrophiles) du facteur de transcription Nrf2 présentes dans la cellule
modulant la conformation et, par consé€quent, les liaisons avec Nrf2. Ainsi, I’oxydation
des résidus cystéines libére Nrf2 et bloque son recrutement par le complexe

d’ubiquitination associé a Keapl, permettant sa translocation vers le noyau [227]. Une
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fois dans le noyau, Nrf2 interagit avec des facteurs de transcription de type zipper a
leucines basiques (Maf et Jun). Le complexe Maf/Nrf2 se lie a une séquence spécifique
de type AleRE (ou Antioxidative Responsive Element), située généralement en amont de
la séquence codante des génes, dans la région régulatrice. Les génes cibles de Nrf2-ARE
sont nombreux. Les deux principales catégories sont : 1) les enzymes de la balance redox
intracellulaire qui ont pour but de maintenir le niveau intracellulaire de glutathion et de
réduire le niveau d’espéces réactives de 1’oxygéne (Glutathion Peroxydase (GPX), la
Thioredoxine (TRX), la Peroxiredoxine (PRX), la Heme Oxygenase-1 (HO-1), la
gamma-glutamilcystéine synthétase (y-GSC) et 2)les enzymes de détoxification de
phase 2 qui catalysent les réactions de conjugaison permettant d’augmenter la solubilité
des substances toxiques et donc faciliter leur élimination rénale (le Glutathion
S-Transferase (GST), la NAD(P)H Quinone Oxidoreductase-1 (NQO1), la
UDP-Glucuronosyl Transferase (UGT)) [225]. Nrf2 est également capable d’induire sa
propre synthese [225].
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Figure 7 La veie de signalisation Keap1/Nrf2 activée par un stress oxydatif ou un composé
électrophile.

Dans des conditions normales, Nrf2 est maintenu par I’'ubiquitine ligase, Keapl dans le cytoplasme, qui est
responsable de I'ubiquitination de Nrf2. Les inducteurs de Nrf2 (stress oxydatif ou composés électrophiles)
inhibent I’activité de keapl via la modification covalente ou I’oxydation de certains résidus cystéines trés
réactifs induisant la déstabilisation des interactions entre Keapl et Nrf2 et induisant I’ubiquitination de
Keapl. Le facteur de transcription Nrf2 pénétre ensuite dans le noyau ou il va activer la synthése de

protéines et d’enzymes antioxydantes.

1.1.6.1.2 L’implication du facteur de transcription Nrf2 dans la maladie d’Alzheimer

L’activité transcriptionnelle de Nrf2 est activée dans des situations de stress
oxydatif. Donc, dans la maladie d’Alzheimer, les résultats attendus sont une
augmentation de [’activité de Nrf2 dans le noyau des neurones. Or, I’implication de la
voie de signalisation Nrf2/ARE dans la pathogenése et la progression de la maladie
d’Alzheimer est supportée par le fait que le taux de Nrf2 est considérablement augmenté
dans le cytoplasme et réduit dans le noyau des neurones et des astrocytes de

I’hippocampe des patients atteints de la maladie d’Alzheimer [219]. Ces résultats
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aberrants peuvent étre expliqués par : 1) les neurones de cerveau de patients atteints de la
maladie d’Alzheimer ne répondent pas correctement au stress oxydatif; 2) I’activité de
Nrf2 pourrait étre bloquée par certains mécanismes a déterminer; 3) une diminution
genérale de la synthése de la protéine Nrf2, etc. Cependant, 1’augmentation de
I’expression de Nrf2 dans le cytoplasme élimine 1’hypothése d’un probléme de synthése
de la protéine. Des études réalisées chez des animaux transgéniques exprimant la forme
mutée de I’APP/PS1, ont montré que la voie Nrf2-ARE est réduite en paralléle avec
I’augmentation des dép6ts de I’Ap [228]. Il a également été montré que la surexpression
de la protéine Nrf2 par ’administration d’un adénovirus transfecté avec Nrf2 ou par
I’utilisation du tert-butylhydroquinone (un polyphénol) a des animaux transgéniques est
associée a une diminution du stress oxydatif [228]. De plus, I’injection
intrahippocampique d’un vecteur lentiviral surexprimant Nrf2 induit une amélioration de
’apprentissage spatial des souris transgéniques APP/PS1 dgées [229]. En accord avec ces
résultats, dans le laboratoire, nous avons récemment montré que l’acroléine induit
’activation de Nrf2 [157] par les cellules SK-N-SH et que cette activation est réduite par
I’administration d’un antioxydant tel que le curcumin [230]. Compte tenu de la
divergence des résultats, des études supplémentaires sont nécessaires afin de mieux

comprendre les mécanismes impliqués dans I’inactivation de Nrf2.

1.1.6.2 La voie Sirt 1 dans la maladie d’Alzheimer

Sirtuine 1 (Sirt 1) est I’un des sept homologues de la famille Sirtuine. Cette
enzyme est une déacétylase, impliquée dans de nombreux mécanismes [223] tels que : la
régulation des protéines et des geénes impliqués dans la réponse au stress oxydatif [231,
232], 'inflammation (NFx-B) [233], ’apoptose [234] et la régulation des génes de
transcription [235]. De plus, il a €té montré que Sirt 1 est un régulateur de la genése
mitochondriale et qu’elle est également impliquée dans la plasticité synaptique,
I’apprentissage et la mémoire [236]. L’ensemble de ces données suggére que la voie de

signalisation Sirt 1 joue un réle important dans la survie cellulaire.

Des études récentes ont particuli¢rement montré un lien entre la voie Sirt 1 et la

maladie d’Alzheimer. En effet, des études in vitro et in vivo suggérent que
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I’hyperactivation de Sirt 1 permet de réduire les symptomes observés dans la maladie
d’Alzheimer. La surexpression in vitro de Sirt 1 induit par le resvératrol ou d’autres
polyphénols est liée a une diminution de la forme oligomérique de I’AB et a une
diminution du stress oxydatif [237, 238]. La surexpression de Sirt 1 permet également de
protéger les cellules microgliales et les astrocytes contre la toxicité induite par I’Ap en
déacetylant la sous unité RelA/P65 sur la lysine 31, et donc d’inactiver la voie NFk-B
[239]. Des données de la littérature ont montré que des souris transgéniques surexprimant
I’APP et Sirt 1 (animaux doubles transgéniques APPswe/PSENAE9 croisés avec des
animaux transgéniques Sirt 1) présentaient une diminution significative de la formation
d’Ap toxique [240]. De plus, il a été démontré que I’effet anti-amyloidogénique de Sirt 1
est médié par la régulation positive de la transcription et de 1’expression de I’a-sécrétase.
Par ailleurs, Sirt 1 active le récepteur de I’acide rétinoique-f (RAR-B) en le déacétylant
[240]. RAR-p stimule la transcription du géne d’ADAM-10 (qui code I’a-sécrétase) en se
liant a son promoteur [241]. 11 est connu qu’ADAM-10 joue un réle dans I’initiation de la
voie de signalisation Notch via le clivage du récepteur membranaire de Notch qui va
ensuite permettre la transcription de génes impliqués dans la neurogencse [242, 243). 11 a
été également montré que le taux d’acétylation de la protéine Tau était trés élevé chez les
patients atteints de la maladie d’Alzheimer, bloquant ainsi la dégradation de la protéine
Tau phosphorylée. Or, le taux d’acétylation de la protéine Tau est plus faible chez les
souris transgéniques surexprimant Tau. Ainsi, Sirt 1 via la modulation de ’acétylation de
Tau pourrait étre une stratégie thérapeutique contre la maladie d’Alzheimer [244]. En
conclusion, 1’effet protecteur de Sirt 1 dans ce modéle pourrait provenir a la fois de
’activation de la voie Notch, de 1’activation de la voie non-amyloidogénique et de la

déacétylation de la proté€ine Tau [245].

1.1.6.3 La voie du facteur de transcription NFk-B dans la maladie d’Alzheimer

NFk-B est un facteur de transcription impliqué dans de nombreux mécanismes
biologiques tels que la régulation de cytokines pro-inflammatoires [246] et dans la
transcription de génes impliqués dans des maladies neurodégénératives, dont la maladie

d’Alzheimer. Il est localisé dans le cytoplasme sous forme inactive. Il est formé de trois
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sous-unités : un complexe dimérique (facteur de transcription) et une sous-unité
inhibitrice Ik-B. Dans les neurones, le complexe NFk-B le plus commun est constitué des
sous-unités P65, P50 et Ik-Ba [247-250]. Les mécanismes d’activation du complexe
NFk-B impliquent la phosphorylation de la sous-unité inhibitrice Ik-B par le complexe
kinase Ik-B (IKK) [251]. Cette phosphorylation va cibler Ik-B vers 1’ubiquitination et par
conséquent induire sa dégradation par le protéasome. Le complexe dimérique NFx-B
(actif) est transloqué dans le noyau et va se lier au promoteur des génes cibles (SOD et

GSH).

L’étude post mortem de cerveaux de patients atteints de la maladie d’Alzheimer
montre une augmentation de 1’expression de NFx-B dans certaines régions du cerveau
telles que dans la formation hippocampique, le cortex enthorinale et le gyrus denté [252].
NFk-B est également impliqué dans la régulation du développement, de la plasticité
synaptique et dans les mécanismes physiologiques ou pathologiques de survie cellulaire
[253]. 11 a été également montré que le stress oxydatif peut altérer les fonctions de
NF«k-B. En effet, de nombreuses études ont rapporté que 1’induction d’un stress oxydatif
par le H,O, peut provoquer 1’activation de NF-«B et que cette activation serait
dépendante du taux de GSH dans la cellule [254]. De plus, le traitement de cellules en
culture d’hippocampe par des activateurs de la voie NFx-B (TNFa et C2-céramide)
protége de I’apoptose induite par le stress oxydatif et 1’ AB. Cette protection pourrait étre
liée a ’augmentation de I’activité de la MnSOD [255]. Il a été montré que 1’exposition
des neurones cholinergiques en culture avec de I’AB ou avec le fragment SAPP induit une
activation du facteur NFx-B [256]. Dans les cellules gliales, NFk-B est impliqué dans la
production de cytokines pro-inflammatoires liées au dépdt du peptide AP et aux
dégénérescences neurofibrillaires [257]). De plus, I’administration d’un anti-
inflammatoire non-stéroidien (indométacine) & des animaux Tg2576 réduit
significativement le dépdt d’AB en bloquant I’activation de NFx-B [258]. Ainsi,
’activation de NFk-B dans le cerveau de patients atteints de la maladie d’ Alzheimer peut

étre un mécanisme de défense en réponse a la mortalité neuronale induite par I’ A [259].
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1.1.6.4 La voie Akt/GSK-3 dans la maladie d’Alzheimer

La glycogeéne synthase kinase 3 (GSK-3) régule de multiples processus cellulaires
physiologiques et son altération est impliquée dans la pathogenése de diverses maladies,
dont la maladie d’ Alzheimer [222, 260]. En effet, GSK-3 en tant que kinase participe a la
cascade de nombreux événements allant du métabolisme cellulaire & la transcription
génique. 1l est maintenant clairement établi que GSK-3 est impliquée dans la réponse au
stress oxydatif, 1’hyperphosphorylation de la protéine tau, I’augmentation de la

production d’Ap, et la réponse inflammatoire médiée par les cellules microgliales [222].

La GSK-3 est une protéine kinase sérine/thréonine constitutivement active dont
deux isoformes ont été identifiées, soit GSK-30 et GSK-3p. La GSK-3a (51 kDa) différe
de la GSK-3P (47 kDa) par la présence d’une glycine dans la partie N-terminale de la
protéine [261]. Elles sont plus fortement exprimées dans 1’hippocampe, dans le cortex
frontal et dans les cellules de Purkinje du cervelet [262]. L’activité de la GSK-3 dépend
de son état de phosphorylation. Elle est inhibée par la phosphorylation de la Sérine 21
(sur GSK-3a) ou de la Sérine 9 (sur GSK-3p) [263], alors que la phosphorylation de la
Tyrosine 216 (sur GSK-3p) et Tyrosine 279 (sur GSK-3a) 1’active [264]. Bien que les
deux isoformes aient la méme régulation, les souris mutantes pour la GSK-3f8 meurent in
utero [265], alors que les souris mutantes pour la GSK-3a sont viables et améliorent la
tolérance au glucose [266). La voie de régulation de la GSK-3 la plus étudiée est celle qui
passe par I’activation de Akt (ou protéine kinase B). En effet, 1’activation du récepteur a
I’insuline conduit a 1’activation de la PI3K (ou phosphatidylinositol 3-kinase) qui va

phosphoryler Akt et, par conséquent, induire I'inhibition de la protéine GSK-3.

Comme décrit précédemment (chapitre 1.1.5.3.4) le stress oxydatif est considéré
comme 1’un des acteurs majeurs de la perte neuronale au cours de la maladie
d’Alzheimer. De nombreuses études suggérent que le stress oxydatif active la voie de
signalisation de la PI3K/Akt/GSK-3, particuliérement intéressante, car elle est impliquée
dans la plasticité synaptique et la survie neuronale [267]. En effet, il a été montré que
I’induction chronique d’un stress oxydatif & des cellules de 1’hippocampe de souris
(HT22), via ’augmentation croissante de la dose de Fe?* active la voie de signalisation

PI3K/Akt suivi d’une inhibition concomitante de la protéine GSK-3 [268]. Il est
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maintenant bien établi que I’AP induit un stress oxydatif en produisant de I’ H,O, a
travers la réduction d’1ons métalliques. Ainsi, il a été montré que le traitement de cultures
neuronales avec différentes doses d’Ap induit P’activation de la voie PI3K/Akt/GSK-3 et
I’augmentation de la phosphorylation de la protéine Tau au niveau de la thréonine 231

[269, 270].

La GSK-3 est la principale kinase impliquée dans la phosphorylation de la
protéine tau. Elle joue donc un réle crucial dans le fonctionnement de cette protéine. En
effet, des études in vitro réalisées sur des cellules en culture utilisées comme modéle de
neurodégénéscence suggérent que les deux isoformes (GSK-3a et GSK-3B) peuvent
induire I’hyperphosporylation de la protéine Tau en agissant sur différents épitopes
impliqués dans la maladie d’Alzheimer [106, 271, 272]. En accord avec ces résultats,
I’étude d’animaux transgéniques surexprimant la GSK-3 présente une augmentation de
la protéine Tau phosphorylée et une accélération de la neurodégénérescence [273, 274].
A P’inverse, I’inhibition de I’activité de GSK-3 par des inhibiteurs directs de la kinase ou
par I’inhibition d’ Akt permet de réduire la phosphorylation de la protéine Tau et améliore
les fonctions cognitives des animaux transgéniques surexprimant GSK-3 [275, 276]. Une
étude réalisée chez des souris transgéniques mutantes pour I’APP montre que les deux
isoformes de GSK-3 sont hyperactivées [277]. 1] est intéressant de noter que le traitement
de neurones hippocampiques de rat avec de I’Ap 25-35 augmente ’activité de la GSK-33
via I’inhibition de la PI3K. Ce résultat suggére donc que I’AP en activant la GSK-3
serait li¢ & I’hyperphosphorylation de Tau [278]. De plus, 1’administration de lithium, un
inhibiteur spécifique de GSK-3q, inhibe la production d’AP en intervenant a 1’étape du
clivage par la y-sécrétase cela suggeére que, la GSK-3a serait impliquée dans le clivage de
I’APP. Ainsi, I’inhibition de la GSK-3a permettrait de réduire la formation des plaques
d’Ap et les dégénérescences neurofibrillaires [279]. En prenant toutes ces informations en
considération, 1’inhibition de GSK-3 pourrait étre une cible thérapeutique intéressante

dans le traitement de la maladie d’ Alzheimer.

Malgré d’intenses recherches menées en ce sens, ’étiologie de la maladie

d’Alzheimer est encore loin d’étre élucidée, retardant donc la découverte de traitements
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curatifs. Il n’existe actuellement aucun traitement thérapeutique curatif et/ou étiologique
pour la maladie d’Alzheimer. Seuls sont disponibles des traitements symptomatiques qui
ont pour but de retarder le développement de la maladie et d’améliorer les conditions de

vie des malades.
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Figure 8 Modulation de la voie Akt dans la maladie d'Alzheimer

La voie de signalisation Akt module de nombreuses voies de signalisation impliquées dans la prolifération
cellulaire, la survie, le métabolisme, etc. Akt est activée par la stimulation du récepteur membranaire qui
induit phosphorylation de la PI3 K. Akt va ensuite, inhiber différentes voies de signalisation. (a) Dans des
conditions pro-inflammatoires, les IKKs phosphorylent IKB libérant les sous-unités p50 et p65, permettant
ainsi leur translocation dans le noyau et la synthése de cytokines pro-inflammatoires et de métalloprotéases.
(b) Dans des conditions de stress oxydatif, Sirt 1 (noyau) sera activée et induira la synthése de protéines
ayant une activité antioxydante (FOXO) et induira la déacétylation de la protéine Tau et RARB. (c) La
GSK-3 est inhibée par Akt via la phosphorylation de la Ser 21 (GSK-3a) et Ser9 (GSK-3B). GSK-3a
régule la production du peptide AP, alors que GSK-3f est impliqué dans I’hyperphosphorylation de la

protéine Tau.
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1.1.7 Les traitements utilisés

1.1.7.1 Thérapie cholinergique ciblant la maladie d’Alzheimer

Les traitements développés actuellement reposent principalement sur 1’hypothése

cholinergique. A ce jour deux types d’approches thérapeutiques ont été développés:

- Le remplacement des précurseurs de 1’ Ach (choline et lécithine) et ;

- L’utilisation d’inhibiteur de 1’AchE afin de réduire la dégradation de I’ Ach.

L’utilisation de précurseur cholinergique a été la premiére stratégie mise en place
dans le but de remédier au déficit cognitif présent dans la maladie d’Alzheimer.
Cependant, des études cliniques réalisées sur la choline et la phosphatidylcholine
(1écithine) n’ont pas montré 1’effet escompté [280]. Ainsi, d’autres précurseurs
cholinergiques ont été développés tels que la cytidine 5’-diphosphocholine
(CDP-choline) et la choline alphospherate. Il a été montré que ces deux composées sont

capables d’augmenter le contenu vésiculaire et le relargage de 1’ Ach.

La CDP-choline est une intermédiaire dans la synthése de la phosphatidylcholine.
Elle est composée de la cytidine et de la choline liées par un pont diphosphate. Des
études cliniques européennes et japonaises ont montré une amélioration des fonctions
neurologiques, motrices et cognitives chez des patients souffrant de la maladie
d’Alzheimer. Au contraire, des études cliniques américaines n’ont clairement démontré
aucun effet bénéfique de la CDP-choline. En vue de ce désaccord, plus d’études sont
nécessaires afin d’émettre des conclusions quant a I’efficacité de la CDP-choline sur la
mémoire [281]. La choline alphoscerate (alpha-glycerylphosphorylcholine) est un
phospholipide qui peut traverser la barriére hémato encéphalique. Il entre dans la
constitution de la membrane des cellules nerveuses. Des études précliniques réalisées sur
le rat ont montré que la choline alphoscerate augmente la libération de I’ Ach au niveau de
I’hippocampe, améliore 1’apprentissage et supprime les déficits de la mémoire induits par
I’administration de la scopolamine [282]. Une revue de 103 études cliniques examinant
4 054 patients a évalué I’utilisation de la choline alphoscerate dans différentes formes de

démence et les résultats obtenus suggérent que le médicament pourrait avoir des effets
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bénéfiques, mais plus d’études sont nécessaires pour confirmer ces résultats [283].
Malgré les résultats positifs obtenus de ces deux traitements, ces études ne peuvent pas

étre généralisées, car le nombre de patients étudiés est faible.

L’utilisation d’inhibiteur de I’AchE a été introduite dans le traitement de la
maladie d’Alzheimer dans les années 1990 avec de grandes attentes. C’est le cas par
exemple de la tacrine, un inhibiteur réversible de I’AchE qui est le premier agent
pharmacothérapeutique utilisé dans le traitement de la maladie d’Alzheimer dans de
nombreux pays. Malheureusement, ce médicament posséde de nombreux facteurs
limitants tels que sa fréquence d’administration (quatre fois par jour), sa biodisponibilité,
son hépatotoxicité et les effets secondaires qu’il génére (e.g. vomissement, douleurs
abdominales, diarrhée) [284]. Ces effets indésirables ont été pris en considération dans le
développement d’inhibiteurs de I’AchE de «seconde génération» (donépézil,
rivastigmine et galantamine). Le donépézil et la galantamine ne nécessitent qu’une seule
prise journaliére. Ils ont respectivement un pic plasmatique atteint a 7 heures et
70 heures. Le temps de demi-vie de la rivastigmine est plus court; il est compris entre une
et deux heures et nécessite deux doses par jour [285]. Ces traitements améliorent la
qualité de vie du patient et permettent de réduire 1I’impact émotionnel pour le soignant de
méme que les frais de soins de santé [286]. Cependant, malgré ces résultats
encourageants, 1’efficacité de ces traitements reste encore un sujet de discussion, car
uniquement 25 % des patients répondent au traitement et de nombreux effets secondaires
persistent (e.g vomissement et nausée), ce qui cause la principale raison de leur abandon

[13].

1.1.7.2 Antagoniste des récepteurs NMDA (N-methyl-D-aspartate)

Il est clairement établi que les interactions entre 1’Ach et le glutamate (principal
acide aminé excitateur) sont essentielles dans les processus de mémorisation et
d’apprentissage [287]. En effet, 1’activation des récepteurs nicotiniques présynaptiques
facilite la libération glutamatergique. Or, la transmission glutamatergique joue un rdle
important dans le phénomene d’apprentissage et de mémorisation par 1’activation des

récepteurs ionotropiques (NMDA) induisant la potentialisation & long terme (LTP). Ainsi,

40



d’un point de vue fonctionnel, I’activation des récepteurs nicotiniques présynaptiques
potentialise 1’effet de la LTP induite par la transmission glutamertergique [288]. Donc,
chez les patients souffrant de la maladie d’Alzheimer, la modification de la transmission
cholinergique induirait une altération de la transmission glutamatergique, ce qui aurait
pour conséquence 1’apparition des troubles cognitifs causés par la libération continue de
glutamate. De ce fait, I’utilisation d’antagoniste du récepteur NMDA permettrait de
réguler le signal glutamatergique au niveau postsynaptique. A un stade avancé de la
maladie d’Alzheimer, I’administration de la mémantine, un antagoniste non compétitif
des récepteurs glutamatergiques NMDA, permettrait de contrebalancer le taux excessif de

glutamate en partie responsable de 1’augmentation des troubles mnésiques [289-292].

1.1.7.3 Pharmacothérapie ciblant I'Ap
Les inhibiteurs des sécrétases

Comme décrit plus haut, la production d’Af constitue un mécanisme important
dans la maladie d’Alzheimer. Par conséquent, les sécrétases sont des cibles
thérapeutiques intéressantes. Elles permettent la réduction de la formation de I’ A soit en
stimulant le clivage par a-sécrétase (action directe sur la voie non-amyloidogénique), ou
encore en supprimant les clivages induits par la  et/ou la y-sécrétase (réduction de la
quantité d’Af produite via 1’utilisation d’inhibiteur ou de suppresseur de ces sécrétases)
[57]. Cependant, la majorité de ces agents n’agissent pas spécifiquement sur le clivage de
I’APP ce qui aurait pour conséquence la modulation d’autres substrats qui pourraient
induire I’apparition d’effets secondaires [293, 294]. L’augmentation de I’activité de la
a-sécrétase augmente la production du fragment sAPP-a connu pour son activité
neuroprotectrice [295]. Cependant, les conséquences d’une surproduction chronique du
fragment sAPP-0 ne sont pas encore déterminées. Malheureusement, les études dans ce
domaine sont entravées par un manque d’inhibiteurs sélectifs de la sécrétase- o et du

caractére létal observé lors de I’ablation des génes codant cette protéase [296].

La deuxiéme sécrétase impliquée dans la production d’AfB, BACE 1 est aussi une
cible attractive. En effet, I’inhibition de la B-sécrétase pourrait en théorie diminuer la

production de toutes les formes d’Ap incluant la forme AB1-42. De plus, des études
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réalisées sur des souris transgéniques porteuses d’un géne inactif pour cette protéine ne
présentent aucune aberration phénotypique apparente [297-299]. 1l est par ailleurs
intéressant de noter que la structure de la protéase est bien définie, permettant ainsi la
conception d’inhibiteurs spécifiques [300]. Une étude réalisée sur des souris
transgéniques (APPswe; PS1DE9; BACEl +/-) en comparaison avec des souris
transgéniques (APPswe; PS1DE9; BACEl1 +/+) agées de 12 mois, présente une
diminution significative des dépots AP [301]. Etant donné que BACEI semble étre
impliquée dans de nombreux mécanismes physiologiques tels que la myélinisation [302,
303] et la plasticité synaptique, un ajustement prudent quant a sa modulation est

nécessaire afin de réduire les potentiels effets secondaires.

Nonobstant la complexité de la y-sécrétase avec ces quatre sous-unités
(préséniline, nicastrine, APH-1 et PEN-2) et le manque d’information concernant leur
role, de nombreux composés pouvant moduler ou inhiber cette protéase ont vu le jour. En
effet, des ¢études in vitro et in vivo ont montré que ces modulateurs de I’activité de la
y-sécrétase peuvent altérer la production d’Af. Il est vrai que de nombreux efforts ont été
développés afin de créer des composés qui pénetrent dans le cerveau a des concentrations
physiologiques sans interférer avec le clivage ainsi que la fonction d’autres substrats de la
y-sécrétase [304]. Plus de 30 substrats de la y-sécrétase sont répertoriés [305], ce qui
prouve clairement la toxicité potentielle que peut entrainer 1’utilisation d’inhibiteurs de
cette enzyme et 1’intérét particulier qu’il faut porter a la spécificité de la modulation afin
de réussir & synthétiser un tel composé. Compte tenu des difficultés de spécificité
rencontrées dans les tentatives d’inhibition de la y-sécrétase, la modulation de son

activite pourrait étre une bonne alternative.

Les anti-inflammatoires non-stéroidiens (AINS)

En se basant sur des études épidémiologiques, il a été suggéré que le
I’administration chronique d’AINS pourrait diminuer le risque de 50 % de développer la
maladie d’ Alzheimer [306-308]. Ainsi, I’utilisation de certains, AINS (sulfite de sulindac,
ibuproféne, indométacine et flubiproféne) ont récemment attiré I’attention des chercheurs

[309]. En effet, il a été montré que le traitement de différents types de cellules en culture
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par ces composés inhibe spécifiquement le relargage du peptide AB1-42. Cependant, les
résultats obtenus lors de différentes études cliniques n’ont pas été probants [310]. En
effet, il a été montré que ’administration de I’hydroxychloroquine a des patients en
phrase il sur une étude de 18 mois ne présente aucune différence significative
comparativement aux patients recevant le placebo [311]. Ce manque d’efficacité est
attribué en partie a sa faible biodisponibilité cérébrale lors de son administration par voie
orale [312]. De plus, la prise d’AINS a pour conséquence de nombreux effets secondaires

tels que des troubles du systéme cardiovasculaire et du systéme gastro-intestinal [313].

Les approches immunothérapeutiques

L’immunothérapie a été¢ développée afin d’inhiber la formation d’Ap soluble et
agrégée. Cette technique se base sur trois mécanismes : la solubilisation par un anticorps
qui se lie a I’Ap, la phagocytose par la microglie de I’AB opsonisée et 1I’élimination de
I’AB du cerveau par des anticorps plasmatiques [314]. Ainsi, récemment de nombreux
vaccins ont été développés et sont actuellement en phase 2 d’essais cliniques. Toutefois,
malgré les résultats préliminaires positifs et encourageants de cette technique [315, 316],
’utilisation de ces vaccins comporte de nombreux inconvénients tels que le manque
d’effets significatifs notables [317], la perte d’efficacité en fonction du temps ainsi qu’un
cotit élevé de production. De plus, ils constituent la cause de nombreux effets secondaires
tels que I’apparition d’encéphalopathie, d’oedéme vasogénique, d’angiopathie amyloide
cérébrale et de microhémorragie [314, 317-319]. Compte tenu du rapport avantages /
inconvénients, il est aujourd’hui difficile de croire a I’efficacité de cette stratégie et donc
plus d’études sont nécessaires afin d’améliorer et de mieux comprendre les mécanismes
immunitaires mis en jeu, permettant de réduire les effets indésirables observés et liés a
I’immunothérapie. Malgré les résultats obtenus par 1’autopsie de cerveau de patients
atteints de la maladie d’ Alzheimer suggérant que I’immunothérapie réduit le dépot d” AP,
aucune réduction du niveau d’AP présent dans les vaisseaux cérébraux et de
I’hyperphosporylation de la protéine Tau dans les dégénérescences neurofibrillaires n’est
observée [320-322]. De plus, les bénéfices cognitifs mesurés par de nombreux tests
neuropsychologiques suggerent une trés faible amélioration comparée au groupe placebo

[319]. Ainsi, ces études remettent en cause I’hypothése de la cascade d’amyloide dans
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I’étiologie de la maladie d’Alzheimer suggérant que cette hypothése serait une

sursimplification de la pathogenése de la maladie [323].

Actuellement, les traitements existant sur le marché sont peu efficaces, car ils
permettent uniquement de réduire les symptomes sans soigner la maladie. En effet,
plusieurs médicaments sont utilisés pour traiter certains symptomes tels que les troubles
de la mémoire, des fonctions cognitives et de la motricité. Ainsi, méme s’il n’existe
aucun traitement a I’heure actuelle pour guérir les patients atteints de la maladie
d’Alzheimer, ils pourront bénéficier d’une meilleure qualité de vie durant plusieurs
années. En effet, les traitements utilisés pour traiter les symptomes légers 3 modérés sont
des inhibiteurs de 1’acétylcholinestérase (Aricept™®, Exelon™P, Reminyl™P) et les
traitements utilisés pour traiter les symptomes modérés a avancés sont des inhibiteurs des

récepteurs NMDA (Ebixa).

Toutefois, ces traitements présentent des contraintes qui limitent leur utilisation a
I’échelle clinique telle qu’une faible biodisponibilité cérébrale et de nombreux effets
secondaires périphériques (vomissement, fatigue, étourdissement, pression artérielle,
confusion, troubles digestifs, etc.,) poussant les patients a arréter ce type de thérapie.
Assurément, ces derniers ne sont que palliatifs, ils sont incapables de guérir la maladie ni
méme d’arréter son évolution. IIs n’arrétent en aucun cas la dégénérescence neuronale
observée dans la maladie et donc au cours du temps, cette dégénérescence continue a
progresser de la sorte que les traitements actuels n’auront plus d’effets sur celle-ci. Par
ailleurs, ces thérapies ciblent principalement une seule voie thérapeutique or, 1’éthologie
de la maladie d’Alzheimer est multifactorielle ce qui suggére que les traitements ciblant
plusieurs voies a la fois et principalement celles qui sont impliquées dans le stress
oxydatif pourraient avoir un potentiel thérapeutique vis-a-vis de la maladie d’Alzheimer.
Ainsi, les polyphénols constituent une approche prometteuse dans pour le traitement de la

maladie d’Alzheimer compte tenu de leur caractére pléiotropique.



1.1.7.4 Les antioxydants
1.1.7.4.1 Les polyphénols

Les polyphénols sont trées abondants dans notre alimentation. Ils sont
particuliérement présents dans les légumes, les fruits et certaines épices ainsi que dans
I’huile d’olive le thé vert et le vin rouge [324]. Ces composés sont intéressants, car ils
sont non-toxiques et possédent de nombreuses activités biologiques et pharmacologiques.
Les polyphénols sont divisés en deux sous-groupes: les flavonoides et les non-
flavonoides. Les flavonoides sont aussi divisés en deux groupes en fonction de la
structure moléculaire de ces composants : les anthocyanines et les anthoxantines. Ce
dernier est sous-divisé en sous-groupes : les flavanols, les flavones, les isoflavones et les
catéchines [324, 325]. Cependant, leurs effets bénéfiques dépendent spécifiquement de la
dose administrée et de leur biodisponibilité dans 1’organisme. La biodisponibilité des
polyphénols varie d’un individu a I’autre en fonction des conditions physiologiques
propres a chacun. De plus, il est difficile de déterminer la consommation journaliére en
polyphénols du fait de leurs diversités dans notre alimentation. Leurs structures vont
influencer leur absorption a travers le tractus gastro-intestinal, leurs métabolismes et leurs
activités biologiques [326]. La plupart des polyphénols sont peu absorbés au niveau de
I’intestin, hautement métabolisés et rapidement éliminés. En général, ces composés sont
hydroxylés, méthoxylés et/ou glycosylés a 1’exception des catéchines. Ils sont
principalement composés de deux types de sucres: le glucose et le rhamnose. Les
polyphénols composés de glucose vont étre majoritairement absorbés au niveau de
I’intestin gréle sous ’action de la béta-glucosidase-cytosolique hydroxylase [326, 327].
Tandis que, les polyphénols composés de rhamnoses sont dégradés par des
rhamnosidases au niveau de la microflore du célon [326]. Quant aux catéchines, elles
sont absorbées sans déconjugaison ni hydrolyse [326]. Bien que la concentration
plasmatique des polyphénols soit trés faible (n’excédant pas 1 M) avec un maximum qui
est atteint une a deux heures apreés 1’ingestion [325], il a été montré qu’un régime riche en
polyphénols peut augmenter le niveau d’antioxydants plasmatiques ce qui suggére leur

efficacité potentielle contre les dommages induits par le stress oxydatif [324, 325, 328].
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1.1.7.4.2 Activité neuroprotectrice des antioxydants

Du fait de leur activité biologique et antioxydante, les flavonoides sont la classe
de polyphénols la plus étudiée. De plus, de nombreuses études cliniques et
épidémiologiques [329] ont révélé une influence des habitudes alimentaires sur les
maladies neurodégénératives telle que la maladie d’Alzheimer. Par exemple, une étude
clinique réalisée en France appelée Personnes Agées Quid (PAQUID) suggere que la
consommation de trois a quatre verres de vin par jours réduit de 80 % le risque de
développer la maladie d’ Alzheimer en comparaison avec des sujets consommant peu ou
pas du vin [330]. Cette étude a été poursuivie par une autre étude clinique répartie sur 5
ans entre 1991 et 1996 sur 1 367 sujets agés de plus de 65 ans. Les résultats indiquent
qu’une alimentation supplémentée en flavonoides réduit significativement les risques de
démence. Dans cette étude, les sujets regoivent un régime composé de 14,4 mg de
flavonoides provenant des fruits (35,2 %), des légumes (19,1 %), du vin (16,9 %) et du
thé (16,0 %) [331]. Cette étude est corroborée par une étude épidémiologique réalisée a
New York sur une cohorte de 194 patients souffrant de la maladie d’ Alzheimer comparée
a 1790 témoins, les patients regoivent une diéte méditerranéenne composée d’une
quantité importante de fruits, de 1égumes, de céréales, de poissons, d’huile d’olive, d’une
quantité modérée d’alcool et dune faible quantité de viande rouge et de produits laitiers.
Les résultats obtenus suggérent que cette diéte est associée a un faible risque d’avoir la
maladie d’Alzheimer [332]. En effet, la diéte méditerranéenne est composée
principalement d’antioxydants [333, 334] tels que les vitamines C, E et B12, [335, 336]
les folates, les flavonoides [324, 325, 337], le resvératrol, la caroténe et les acides gras
insaturés [338] ainsi que de nombreux micronutriments qui pourraient avoir des effets
bénéfiques sur cette maladie. En se basant sur des résultats intéressants obtenus suite aux
épidémiologiques montrant un effet bénéfique de polyphénols sur la maladie
d’Alzheimer, de nombreux chercheurs se sont intéressés & I’effet neuroprotecteur des
polyphénols provenant de I’alimentation telle que: les catéchines du thé vert, les
polyphénols des bleuets et de la grenade, le resvératrol, les composés de 1’huile d’olive,
le Ginko biloba et le curcumin. Effectivement, de nombreuses études in vitro ont montré
que ces composés ont une forte activité antioxydante en piégeant les espéces réactives de

I’oxygéne et de ’azote [339]. Compte tenu du vaste champ d’études sur ce domaine,
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seulement certaines études expérimentales seront citées dans ce manuscrit (Tableau 1-3)

[325].

Les composés de I’huile d’olive :

La diéte méditerranéenne est associée a une faible incidence d’athérosclérose, de
maladie cardiovasculaire, de certains cancers et de maladies neurodégénératives. Les
effets bénéfiques de cette diéte ont été partiellement attribués aux effets biologiques des
polyphénols présents dans I’huile d’olive qui est un composé trés riche en acide gras
mono-insaturé, Les principaux polyphénols extraits et purifiés de I’huile d’olive sont
I’hydroxytyrosol, le tyrosol et I’oleuropéine. En effet, le rapport de nombreuses études
réalisées sur I’homme, in vitro et in vivo suggere que 1’huile d’olive réduit le niveau de
lipoprotéines plasmatiques, I’inflammation et le stress oxydatif [340]. Il a été¢ montré que

son activité antioxydante provient de sa capacité a piéger les radicaux libres [341].

Le Ginko biloba :

Le Ginko biloba est utilis¢é depuis des centaines d’années dans la médecine
traditionnelle chinoise. L’extrait standardisé du Ginko biloba est le EGb 761 qui est
connu depuis plus de 30 ans. L’EGb 761 est composé de 24 % de flavonoides et de 6 %
de terpénes qui lui conférent son activité biologique et neuroprotectrice [324, 342]. De
plus, les résultats obtenus suite aux études in vitro et in vivo indiquent que I’ EGb 761 est

un composé anti-apoptotique antioxydant [343] et anti-amyloidogénique [344].

Les catéchines du thé vert :

Les chercheurs se sont particuliérement intéressés aux bienfaits du thé vert, car il
posséde de nombreux effets bénéfiques pour l’organisme. Celui-ci posséde de
nombreuses propriétés antioxydantes essentielles a I’organisme. En effet, il a été montré,
qu’il peut prévenir non seulement certains cancers [329] mais aussi certaines maladies
cardiovasculaires [345]. Le thé vert est doté aussi d’une activité anti-inflammatoire et

neuroprotectrice [346], ce qui suggere que ce dernier est un excellent agent thérapeutique.
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Le thé vert est un composé riche en flavonoides (30 % du poids sec des feuilles) [347], il
est composé principalement d’épigallocatéchine-gallate (EGCG) (60 %), suivie de 10 %
d’épigallocatéchine (EGC), d’épicatéchine (EC) et d’epicatéchine-3-galatte (ECG) [348].
En somme, les catéchines sont des excellents piégeurs de radicaux libres et de puissants
antioxydants. Leurs propriétés bénéfiques résultent des groupements hydroxyles qui
conférent aux catéchines leur capacité antioxydante. Ainsi, plus le nombre de

groupements hydroxyles augmente, meilleure est leur capacité antioxydante [349].

Les polyphénols des bleuets:

Les baies sont des composés riches en polyphénols tels que les anthocyanines, les
proanthocyanines et certains flavonoides [325]. La quantit¢ de polyphénols varie en
fonction de la maturité du fruit et de son environnement de culture. Par exemple, les
bleuets sont composés principalement de catéchines atteignant 387 mg/ 100g et de 84 a
113 mg /100 g d’anthocyanine [350]. Il est intéressant de noter qu’aprés 1’administration
de 100 g de bleuets, 1,2 g d’anthocyanine a été€ retrouvé dans le s€rum suggérant ainsi un

possible effet antioxydant de ces composés au niveau du cerveau [351].

Le résveratrol :

Ce composé est connu pour ses nombreux effets: antioxydant [352], anti-
inflammatoire [353], anticancérigéne [354], antimutagénique [352] et neuroprotecteur
[355]. Le résveratrol fait parti des polyphénols non-flavonoides, il est présent dans les
raisins, le vin rouge et les baies. La quantité de résveratrol présente dans un verre de vin
est comprise entre 1,5 -3 mg par litre. Il existe deux formes de resvératrol une forme
inactive, le cis-resvératrol et une forme active le trans-resveratrol (trans-3,4,5-

trihydroxystilbéne) [325].
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Le curcumin

En raison de son puissant pouvoir antioxydant et de ses multiples propriétés

meédicinales, le curcumin fera I’objet d’une étude plus poussée au cours de ce travail de

thése. Son historique, ses propriétés pharmacologiques, sa structure chimique, etc...

seront détaillés dans le chapitre 1.2.

Tableau 1-3 Effets bénéfiques de certains polyphénols contre la maladie d'Alzheimer

Effets modéles polyphénols | références
Effets sur la voie A Augmentation de
Pactivité de
I’a-sécrétase
Reductlpn dcla Neurones primaires
production des (Tg2576)
fibrilles de I’AP et Catéchines
des plaques séniles | rat, cellules SWAPP (ECGC) [356-338]
Protection de HEK293 . [359]
I’agrégation de . Thé vert
syt Insulinome de rat
Réduction de (INS-1)
Pactivité de la
[B-sécrétase
- Réduction du taux
d’ARN codant
BACE-1
Réduction des
fibrilles d’ AB Tg2576, PC12
Réduction des phéochromocytome, )
dépdts d’AP etdes | Hippocampe de rat, Curcumin [360-365]
plaques séniles
Activation de la Rat Srague-Dawley
voie non-
amyloidogénique
Remodelage ;
d’oligoméres Souris Tg2576,
Cellules de
solubles et de Phipgacampe de
e msforme | " | o
Réduction in vitro | Cellules SwWAPPg,- | (Cabemet de [A9e062]
de la production HEK293 Sauvignon)
AR Cellules SWAPPgg,-
N2a
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Réduction de
I’accumulation de la

faction soluble & Tg2576 Jus de grenade [370]
des fibrilles d’Ap
Inhibition de I’AchE Améliore les souris
déficits cognitifs ’ Catéchines [371]
ICV scopolamine
Protection cellulaire Protection contre la
toxicité induite par Neurones
PAB d’hippocampe de
rat, Cellules INS-1 Catéchines
Réduction de [3539,}:]72-
’activité  caspase
induite par PAP PC12 Curcumin [375]
(hippocampe) (368, 376-
Neurones Resvératrol 378]
Protection contre la | d’hippocampe de
toxicité induite par rat, PC12
I’ H;0,
Effet anti- Réduction des
inflammatoire cytokines  (IL-I,
IL6, IL8, VEGF,
PG-2) induites par
PAB Astrocytome Catéchines [379]
humain U373MG
Réduction des
cytokines (TNFa,
IL-1B) et des | ponocytes humains :
chémokines (MIP, ytes n Curcumin [363, 380]
MCP et IL-6)
induites par ’'AB
Marqueur de stress Réduction du
oxydatif niveau de lipides
oxydés induits par
AR Culture primaire de
A neurones -
Réduction  des | gopinnocamne de Catéchines [373,381]
protéines oxydées rat; ICV AB Rat
induites par I’AB ? wistar
Diminution des [363]
espéces réactives a Tg 2576 Clarsnmin
I’oxygéne (ONOO Rats-
) td;s hpldets ?xydgs streptozotocines [378, 382,
e ragmentation de diabétiques Resvératrol 383)
I’ADN
Protection contre la Cellules PC12

toxicité induite par
l’ HzOg
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Effets sur la densité
synaptique

Augmentation des
protéines post
synaptiques 95

Rats Sprague-
Dawley (22mois)

Curcumin

[365]

Déficits cognitif's

Réduit les déficits
cognitifs chez
I’animal

Rat ICV AB (1-40)
Tg2576
Sprague Dawley

Modele de rats de
type forme
sporadique de la
maladie
d’Alzheimer

Rats-
streptozotocines

Souris
transgéniques
APP/PS1

Catéchines

Curcumin

Resvératrol

Fraise, épinard

bleuet

[356, 381]
(365, 384]
[382, 383)
[385-387)
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1.2 Le curcumin

1.2.1 Historique : une médecine traditionnelle orientale pour une application

médicale moderne

Le curcumin est I’une des plantes médicinales qui a le plus attiré I’attention des
scientifiques. Il provient du rhizome séché et broyé d’une plante de la famille des
curcuminoides. Cette plante herbacée, curcuma longa (c. longa) est cultivée en Inde, en
Chine, a Taiwan, au Japon, en Indonésie et en Afrique, mais 1’Inde en est le plus grand
producteur et consommateur au monde. Le c. longa appartient a la famille des
zingibéracées, de la méme famille que le gingembre (Zingiber). 11 correspond a une
courte tige d’environ 100 cm de long. 11 est trés largement utilisé comme épice a travers
le monde. Son nom varie d’un pays a I’autre, par exemple : ‘Haldi’ en Hindi, ‘Chiang
huang’ en Chinois, ‘ukon’ en Japonais, ‘haridra’ ou ‘gauri’ en Sanscrit et ‘korkom’ en
Arabe. En plus d’étre utilisé comme épice, le curcumin est aussi utilisé comme colorant
alimentaire, colorant pour textile, conservateur alimentaire et, depuis des milliers
d’années, il est utilisé dans la médecine Ayurvédique et Chinoise. Entre le 12 et 13'™
siécle, il a été introduit dans les pays occidentaux par la traite des esclaves arabes et
Marco Polo aprés leur visite de I’Inde [388]. Encore aujourd’hui, le curcumin est toujours
couramment utilisé comme agent médicinal alternatif dans de nombreuses régions du sud
et de I’est de I’Asie. 11 a été démontré que la prévalence de la maladie d’ Alzheimer dans
la population Inde-Asie était trés faible, ce qui a conduit certains chercheurs a émettre
I’hypothése que le curcumin avait des effets bénéfiques sur les patients atteints de la
maladie d’Alzheimer. Depuis les dix derniéres années, le nombre d’études sur le
curcumin a augmenté significativement, ce qui a permis I’identification des nombreuses
cibles pharmacologiques, que nous avons récemment résumées dans la revue (Annexe 2)

[389].

1.2.2 Aspect pharmacologique du curcumin
1.2.2.1 Relation structure-activité et activité antioxydante du curcumin

Le curcumin est principalement composé de démethoxycurcumin (curcumin I), de

bismethoxycurcumin (curcumin II) et de cyclocurcumin (curcumin III) [390]. Le
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curcumin commercial (ou les curcmunins) comprend 77 % de curcumin I, 17 % de

curcumin Il et 3 % de curcumin III (Figure 9).

MeOO/Q; s _OMe
HO™ OH
Curcumin (curcumin [} Demethoxycurcumin (curcumin )
o O
T
HO OH

Bisdemethoxycurcumin (curcumin 1)

Figure 9 Structure chimique des curcuminoides (curcumin I, curcumin II et curcumin III) et de
leurs groupements réactifs (d’aprés Belkacemi, Doggui et Ramassamy 2010, Expert

Review in Molecular Medicine).

De nombreuses études in vitro ont montré que les curcumins sont de puissants
antioxydants. En effet, ces composés sont capables de piéger (réle « scavenger ») les
anions superoxydes O, et OH" en conservant le niveau du GSH tout en diminuant la
concentration des sous-produits de 1’oxydation des macromolécules par exemple, en
protégeant de la peroxydation lipidique et de I’oxydation de I’ADN [391-393]. De
nombreuses études réalisées sur des modeles animaux ont indiqué que les curcumins
protégent différents organes tels que le cerveau, le foie, les poumons, les reins et le cceur
contre le stress oxydatif. En effet, chez le rat, le curcumin réduit les espéces réactives de
I’oxygene dans les macrophages péritonéaux [394], réduit le niveau de peroxydation
lipidique dans le cerveau et dans les microsomes du foie [395]. Récemment, nous avons
également démontré que le curcumin pouvait protéger les cellules SK-N-SH contre le

stress oxydatif induit par I’acroléine (Annexe 1) [230].
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De plus, chez les rats Wistar albinos les curcumins protégent contre la
néphrotoxicité induite par les acétaminophénes (antalgiques) en réduisant le niveau de
malondialdéhyde (sous-produit de la peroxydation lipidique) et en augmentant 1’activité
du GSH, de la GSH peroxydase, de la catalase et de la superoxyde dismutase [396]. Les
curcumins protégent également les rats du stress oxydatif induit par I’arsenite de sodium
(herbicide) au niveau du foie, des testicules, du cerveau, des reins et des poumons en
augmentant I’activité de la GSH transférase et de la catalase [397]. Il a aussi été montré
chez un modéle de rats diabétiques que le curcumin réduit les dommages oxydatifs
causés sur I’ADN et sur les protéines au niveau du cceur [398]. Par ailleurs, une étude
réalisée chez les rats Wistar démontre que le curcumin et le déméthoxycurcumin (mais
pas le bisméthoxycurcumin), bloquent la diminution du taux du GSH et de I’oxydation
des protéines au niveau de I’hippocampe [399], alors qu’une étude réalisée sur des
cellules cancéreuses montre que le bismethoxycurcumin contréle plus efficacement le
niveau des especes réactives de I’oxygene que le curcumin et qu’il agirait également sur
I’inhibition de la voie NF-«kB induite par TNFo (Tumor Necrosis Factor, cytokine
impliquée dans I’inflammation) [400]. Ces résultats restent cependant trés controversés
[401]. Etonnamment, il a été montré qu’en présence de concentrations élevées d’ions
métalliques, les curcumins ont un effet pro-oxydant contribuant a la génération des
especes réactives de I’oxygene et, par conséquent, induisant 1’apoptose des cellules
cancéreuses. Ces résultats suggérent donc que les curcumins ont un effet anti-cancérigéne

[402, 403].

Le principal facteur pouvant expliquer la forte capacité antioxydante du curcumin
in vitro est le transfert de 1’électron libre provenant du groupement B-cétoénolique vers le
groupement phénolique (Figure 10) [404-407]. En effet, le piégeage des radicaux libres
par le curcumin est li¢ a la formation du radical phénoxyle formé par la déprotonation du
groupement phénol [408]. Or, la chélation des métaux est fortement rattachée a la
mobilité et & I’acidité du proton appartenant au groupement énol [409]. 11 est intéressant
de souligner que le curcumin et ses analogues n’ont pas la méme activité antioxydante.
Cette différence d’activité proviendrait, de ce fait, du seul groupement qui différe entre

ces composés : le groupement méthoxy. En effet, le curcumin a une meilleure efficacité
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antioxydante que le déméthoxycurcumin et que le bisdéméthoxycurcumin qui est

pratiquement inactif.

Malheureusement, seulement quelques études se sont intéressées a 1’effet
antioxydant des métabolites du curcumin. D’ailleurs, une étude comparative entre le
curcumin et ses dérivés hydrogeénes (Figure 10) expose des résultats surprenants en
suggérant que le térahydrocurcumin et 1’octahydrocurcumin ont une activité de piégeage
des radicaux libres supérieure a celle du curcumin en utilisant le test du
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) et I’héxahydrocurcumin inhibe plus efficacement
le 2,2’-azobis(2-amidino-propane) dihydrochloride (AAPH), suggérant donc un rdle
important de I’hydrogénation au niveau de la double liaison de la chaine carbonée (sept
carbones) et du [-dicétone du curcumin. Ainsi, I’hydrogénation serait liée a
I’augmentation de ’activité antioxydante du curcumin [407]. Une étude réalisée sur un
modéle de rats diabétiques induit par I’injection de la streptozotocine-nicotiamide montre
que I’administration de tétrahydrocurcumin est liée a la diminution significative des sous-
produits de la peroxydation lipidique tels que les substances réactives aux
tiobarbituriques dans le sérum et les tissus et active plus efficacement les enzymes
antioxydantes (SOD, catalase, GSH et glutathion-s-transférase) que le curcumin [410-
412]. Cependant, contrairement au curcumin le tétrahydrocurcumin n’induit ni
I’expression de la héme oxygenase-1 (HO-1) (protéine impliquée dans la I’homéostasie
redox et dans la régulation négative de I’inflammation) ni la translocation du facteur de

transcription Nrf2 dans les macrophages RAW264.7 [413].

En résumé, les mécanismes d’action du curcumin sous-jacents a son activité
antioxydante par piégeage des radicaux libres ne sont pas pleinement compris et restent
controversés. Cependant, en fonction de la nature des radicaux libres, les groupements
phénoliques et P-céto-énolique sont responsables de son activité antioxydante. Par
exemple, le groupement phénolique réagit avec le DPPH et le CCl;0;, alors que le

groupement B-céto-énolique réagit avec O, et '0,[414).
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Figure 10 Voie métabolique du curcumin chez le rat (d’aprés Belkacemi, Doggui et Ramassamy 2011,

Expert Review in Molecular Medicine)
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1.2.2.2 Effet anti-inflammatoire du curcumin

Comme nous I’avons vu précédemment, la neuro-inflammation joue un rdle clé
dans le développement de la maladie d’Alzheimer. De nombreuses études soutiennent
que le facteur de transcription NF-kB joue un rdle central dans la voie de signalisation
impliquée dans I’inflammation. Le curcumin possede une trés forte activité anti-
inflammatoire. En outre, le groupe d’Aggarwal a été le premier & démontrer que le
curcumin peut inhiber le facteur de transcription NF-kB. Cette capacité du curcumin a été
démontrée via I’utilisation d’inducteur de la voie NF-kB, tel que I’ H,O, sur les cellules
provenant d’une leucémie mésoblastique (ML-1a) probablement en piégeant les radicaux
libres [415]. De plus, le curcumin prévient I’activation de la voie NF-kB induite par le
LPS (lipopolysaccharide) [416] ou le TNF-a [417]. Le curcumin diminue également la
libération des médiateurs inflammatoires de maniére dose-dépendante en modulant
I’expression de cytokines pro-inflammatoires telles que : 1L-1f, IL-6 et TNF-a, induites
par un traitement au LPS chez les cellules migrogliales BV2 [416]. 1l supprime également
la libération de prostaglandine 2 (PGE;) et de NO™ et réduit I’expression d’iNOS et de
I’ARNm de la cyclooxygénase-2 (COX-2) [416, 418]. 1] affecte le métabolisme de 1’acide
arachidonique en bloquant I’activité de la lipoxygénase (LOX), enzyme qui catalyse
’oxydation des acides gras. En effet, il est capable de bloquer la phosphorylation de la
phospholypase cytosolique (cPLA2) et d’inhiber 5-LOX dans les macrophages de souris
(les cellules RAW264.7) et dans les cellules de colon humain les HT-29 [419]. Le
mécanisme impliqué dans la réduction de cPLA2 par le curcumin nécessite la diminution
de la phosphorylation des sites spécifiques de la MAPK (Mitogen Activated Protein
Kinase) [420]. Le curcumin est également un agoniste des récepteurs nucléaires PPARY
(Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gamma). Les récepteurs PPARy jouent un
réle important dans le métabolisme des acides gras, mais également dans I’inflammation.
Le curcumin, en activant les récepteurs PPARy, inhibe la voie de signalisation pro-
inflammatoire astrocytaire induite par 1’AB25-35 [418]. Le curcumin et du
thétrahydrocurcumin exercent des effets anti-inflammatoires en réduisant le niveau
d’IL-B chez des modéles de souris de la maladie d’Alzheimer, les souris Tg2576 [363,
421].
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1.2.2.3 Effet du curcumin sur la cascade amyloide

L’une des stratégies développées pour traiter la maladie d’Alzheimer est
I’inhibition des plaques d’amyloide et I’agrégation des fibrilles d’AB. A cet égard, de
nombreuses €tudes in vitro ont montré que le curcumin peut se lier a I’AP et inhiber son
agrégation. Effectivement, sur 214 antioxydants testés, le curcumin est le plus fort
inhibiteur de la formation des fibrilles d’APB [422]. 1l a un effet dose-dépendant sur
P’inhibition des fibrilles d’AB1-40/1-42 et déstabilise les protofibrilles déja formées
[360]. De plus, des études réalisées sur des cultures primaires de neurones corticaux de
rats suggérent que le curcumin réduit le niveau d’Ap mais également le niveau de I’APP
[423]. Ces résultats in vitro mettent en évidence des possibles mécanismes cellulaires
permettant d’expliquer les effets positifs du curcumin sur la réduction des dépots d’AP
observée chez les modéles animaux de la maladie d’Alzheimer. Malgré sa faible
biodisponibilité, le curcumin traverse la barriére-hémato-encéphalique par diffusion,
permettant ainsi sa liaison aux plaques séniles [362]. Il a été montré que la majorité des
principes actifs hydrophobes est expulsée hors de la cellule par les P-gp (par exemple
certains agents anti-cancereux), mais dans le cas du curcumin des études ont montré qu’il
inhibait les P-gp et ceux-ci ne sont pas expulsés de la cellule méme s’il s’agit de
molécules hydrophobes [424]. Les P-gp appartiennent a la famille des transporteurs ABC
(transporteurs & ATP Binding Cassette). Elles sont principalement exprimées au niveau
des cellules intestinales, des hépatocytes, des cellules rénales et des cellules endothéliales
[425, 426]. Dr’ailleurs, une étude in vivo réalisée a 1’aide d’un systéme d’imagerie
multiphotonique a démontré que I’administration de curcumin pendant une semaine, a un
modéle de souris transgéniques de la maladie d’Alzheimer (souris doubles mutantes
APPSwe/PS1 dE9), réduisait de 30 % la taille des plaques [362]. De plus, dans le but
d’évaluer le mode d’action de ce composé sur la maladie d’Alzheimer, une faible
concentration (160 ppm) et forte concentration (200 ppm) de curcumin ont été
administrées oralement & des souris Tg2576. Les résultats obtenus sont surprenants, car
uniquement la faible dose de curcumin a diminué le plus le niveau d’Ap, soluble et
insoluble, et le dépdt de plaques au niveau de I’hippocampe et du cortex [363]. Une étude

réalisée sur ces mémes souris transgéniques, traitées avec 1,25 mg/jour de curcumin et du
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tétrahydrocurcumin pendant quatre mois, correspondant a la période de formation des
plaques (animaux agés entre 12-16 mois), démontre qu’uniquement le curcumin réduit
I’apparition de plaques et le niveau d’agrégation de I’AB. Cette étude souligne
particuliérement le réle important du groupement dicétone du curcumin dans la réduction

du dépot de plaques d’amyloide [421].

1.2.2.4 Effet du curcumin sur I’hyperphosphorylation de la protéine Tau

Comme nous I’avons  décrit précédemment  (chapitre 1.1.4.2),
I’hyperphosphorylation de la protéine Tau et les dégénérescences neurofibrillaires sont
des marqueurs de la maladie d’Alzheimer pouvant induire la mortalité cellulaire. Ainsi,
afin de traiter cette pathologie, il est important d’inhiber I’hyperphosphorylation de la
protéine Tau. A cet égard, le curcumin semble étre un composé intéressant du fait qu’il
inhibe "hyperphosphorylation de la protéine Tau induite par I’AB, in vitro chez les
cellules PC12. Dans cette étude, les effets de I’Ap et du curcumin sur la phosphorylation
de la protéine Tau ont été mesurés a 1’aide d’un anticorps anti-phospho-Tau (AT8) qui
reconnait la phosphorylation sur la sérine 202 [427]. Ces résultats ont été récemment
confirmés par I’étude de Huang et collaborateurs (2014) qui ont montré que le curcumin
est capable d’ inhiber I’hyperphosphorylation de la protéine Tau via 1’activation de la
voie de signalisation PTEN/AKT/GSK3 chez lez cellules SH-SYSY. Plus précisément,
les auteurs suggérent que le curcumin empéche la phosphorylation de la protéine Tau au
niveau de la thréonine 231 et de la sérine 396 et diminue la phosphorylation de la GSK-
3p au niveau de la sérine 9 [428]. De plus, il a été démontré que 1’administration de 500
ppm de curcumin pendant 4 mois a des modéles animaux de la maladie d’Alzheimer
(8gés de 5 mois) développant des dép6ts d’amyloides et d’hyperphosphorylation de la
protéine Tau (3xTg), réduit significativement la phosphorylation de la celle-ci au niveau
de la sérine 422 [429].

D’apres les études in vitro et in vivo citées précédemment, il en résulte que le
curcumin protége de I’hyperphosphorylation de la protéine Tau. Ainsi, il semblerait que

celui-ci serait un puissant candidat dans le traitement de la maladie d’ Alzheimer.
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1.2.2.5 Etudes cliniques du curcumin dans la maladie d’Alzheimer

Compte tenu des effets observés in vivo du curcumin sur I’inflammation et sur la
cascade amyloide, quatre études cliniques ont été réalisées a ce jour, mais seules deux
ont été complétées. L’une d’entre elles est une étude pilote effectuée en double-aveugle a
Hong-Kong, qui consistait & administrer une combinaison de curcumin (1 g/jour ou
6 g/jour) avec du Ginko Biloba (120 mg/jour) pendant six mois & des patients
possiblement ou probablement atteints de la maladie d’Alzheimer. En revanche, aucune
amélioration du score au Mini-Mental-Test (test d’évaluation des fonctions cognitives et
de la capacité mnésiques) et du niveau d’AP n’ont été observés chez ces patients en
comparaison avec le groupe contréle. La seconde étude réalisée aux Etats-Unis est
également une étude en double-aveugle, de phase 11, effectuée sur des patients atteints du
stade moyen ou modéré de la maladie d’Alzheimer. Ces patients ont regu entre 2 et
10 mg de curcumin pendant six mois. Les résultats ne montrent aucune amélioration
significative des fonctions cognitives, ni du niveau d’Ap, ni de la protéine Tau totale et
sous la forme hyperphosphorylée, dans le plasma et dans le liquide céphalorachidien
[430]. Les deux autres études sont toujours en cours. La premiére s’effectue 8 Mumbai,
en Inde. C’est une étude clinique de phase 11 ou les patients recoivent 2 ou 3 g/jour de
Longvida® curcumin (curcumin encapsulé dans des particules solides-lipides [431,
432)), alors que la seconde est réalisée aux Etats-Unis ou les patients regoivent une
combinaison de curcumin (5,4 g/jour) et de bioperine (inhibiteur hépatique et intestinal

de la glucoronidation) [433]).

Il est prématuré de conclure sur 1’effet du curcumin dans la maladie d’ Alzheimer,
car le nombre d’études cliniques réalisé & ce jour est insuffisant. Il faudrait augmenter le
nombre de patients testés ainsi que la période de traitement afin de véritablement
déterminer I’action du curcumin. Les résultats obtenus sont cependant étonnants, car
aucun effet du curcumin n’est observé sur les deux études completées. Cela suggére donc

que ce composé posséde des limitations quant a son application thérapeutique.
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1.2.2.6 Les limitations du curcumin

LLe curcumin est un composé non-toxique et relativement bien toléré par
I’organisme, et ce, méme a de fortes concentrations. Une étude clinique de phasel a
d’ailleurs montré que 1’administration par voie orale d’une dose de curcumin a des
concentrations allant de 500 a 8 000 mg par jour pendant trois mois n’est pas toxique
chez I’homme [434]. La concentration journaliére de curcumin définie par 1’Organisation
mondiale de la Santé est de 0-1 mg/kg. Cependant, ses propriétés physico-chimiques
réduisent son activité biologique. En effet, il est soluble dans 1’acétone, 1’éthanol et
’acide acétique, mais particulieérement insoluble dans I’eau, ce qui est la principale cause
de sa faible biodisponibilité systémique. De plus, c’est un composé photosensible, c’est-
a-dire qu’il se dégrade rapidement a la lumiéere [435]. Par ailleurs, il est stable dans les
pH acides (compris entre 1 et 6). Par conséquent, il est stable au niveau de I’estomac et
de I’intestin gréle, mais instable dans les pH neutres a basiques, donc instable dans le
sang (pH se situant entre 7,35 et 7,45). La majorité du curcumin est dégradée en 6-(4'-
hydroxy-3'-methoxyphenyl)-2,4-dioxo-5-hexenal et une minorit¢ en vanilline, acide

férulique et en méthane de féruole [436).

Ainsi, les différents facteurs énumérés ci-dessus, contribuent principalement a la
faible biodisponibilité systémique du curcumin lors de son administration par voie orale
[437] (Tableau 1-4). L’étude de Yang et collaborateurs (2007) a montré que la
concentration de curcumin retrouvé dans le sérum aprés 1’administration de 500 mg/kg
par voie orale était 50 fois plus faible que I’administration de 10 mg/kg par intraveineuse
(i.v). De plus, 40 % du curcumin administré par voie orale est directement éliminé par les
féces. Par ailleurs, du fait de sa faible solubilité dans 1’eau, son administration par i.v
réduit considérablement son temps de demi-vie, passant a 28,1 + 5,6 heures au lieu de 44
+ 7,5 heures par voie orale [438]. Il serait donc important d’augmenter sa solubilité
apparente dans 1’eau et aussi sa protection contre la forte dégradation présente dans les

milieux biologiques
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Tableau 1-4 Biodisponibilité systémique du curcumin aprés son administration par voie orale chez le

rat, la souris et ’homme.

Modéle Dose Résultats pharmacocinétiques Durée Réfs
administrée (Sérum) d’apparition
Souris 1.0 g/kg -0.13 pg/mL 15 min [439]
-0.22 pg/mL l1h
Rat 800 mg/kg - Pas de curcumin dans le sang 15 min 4 24h [440]
du coeur
- Trace dans la veine porte
<5pg/mL
Rat 500 mg/kg 0.06 £ 0.01 pg/mL 41.7 £+ 5.4 min [438]
Rat 2g/kg 1.35+0.23 pg/mL 0.83 h [433]
Humain 2g/kg 0.006 + 0.005 pg/mL lh [433]
Humain 4a8mgkg | 0.4-3.6uM lhaZ2h [441]

Des études ont récemment montré que les cellules Caco-2 (lignée cellulaire
tumorale humaine d'origine intestinale isolée d'un adénocarcinome colique) étaient
faiblement perméables aux curcumin. Ces cellules ont la capacité de se différencier
spontanément en cellules intestinales polarisées pour former un épithélium mimant une
barriére intestinale fonctionnelle. L’utilisation d’un inhibiteur des transporteurs P-gp
(vérapamil) suggére que le transport du curcumin se fait par simple diffusion a travers
I’épithélium intestinal. De plus, le curcumin a tendance a s’accumuler dans les cellules,
réduisant ainsi son absorption a travers le tractus gastro-intestinal [442]. Il semble que le
curcumin est trés rapidement métabolis€ au niveau du foie formant: (1)le
hexahydrocurcumin glucuronide et le hexahydrocurcuminol probablement a travers les
intermédiaires dihydrocurcumin et tétrahydrocurcumin; (2) le glucuronide sulfate via
conjugaison et sulfatation du curcumin (Figure 10) [443]. Cependant, le principal

métabolite du curcumin reste encore sujet a controverse [439, 444].
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Compte tenu de la faible biodisponibilité systémique du curcumin, il est difficile
de déterminer précisément son absorption et sa distribution tissulaire. Or, ceux sont des
facteurs prédominants a étudier, afin de déterminer son activité pharmacologique. Seules
quelques études ont abordé cette question (Tableau 1-5). La concentration maximale de
curcumin dans les tissus est obtenue une heure aprés 1’administration [439] et apreés trois

a six heures, son taux diminue rapidement [445].

Tableau 1-5 Distribution tissulaire du curcumin chez la souris aprés administration par voie
intraveineuse.

Animaux Mode Dose/ Tissus Concentrations Réfs
5 i i .
d’administration durée de
/ durée de traitement
traitement

Souris Intraveineux (i.v) | 100 mg/kg | Intestin 117+ 6.9 pg/g [439]

1 dose unique rate 26.1+1.1 pg/g
foie 6.9+26pg/g
rate 7.5+£0.08 ng/g

cerveau 0.4+0.01 pg/g

Souris v 100 mg/kg | Muqueuse | 200+23nmol/g [445]
10 jours intestinale 78 + 3 nmol/g
d’injection reins 73 + 20 nmol/g
foie 16 + 3 nmol/g

poumons 1 9 1 4 1.1 nmol/g
coeur 8.4 + 6 nmol/g

el 2.9 & 0.4 nmol/g

cerveau
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Tel que vu précédemment, le curcumin semble étre un composé adéquat pour une
application thérapeutique afin de traiter la maladie d’Alzheimer [389]. Il posséde
effectivement de nombreux effets bénéfiques (antioxydant, anti-inflammatoire, anti-
hyperphosphorylation de la protéine Tau et anti-amyloide). Cependant, sa faible solubilité
dans l’eau et, par conséquent, sa faible biodisponibilit¢ systémique réduisent son
efficacité et ses actions thérapeutiques telles qu’observées lors des études cliniques. C’est
pourquoi, I’amélioration de sa biodisponibilité lors de son administration par voie orale
représente un défi majeur. De nombreuses méthodes ont déja été développées incluant
I’utilisation :

- d’adjuvants tels que la pipérine afin de bloquer son métabolisme [433];
- d’analogues structuraux de curcumin [437];
- de dispersion solide avec du polyvinylpyrrolidone (conjugés formant des micelles)

[446];

- de systtmes de microencapsulation pour transport de médicaments (self-

microemulsifying drug delivery systems ou SMEDDS) [447];

- de nanodisques de curcumin (bicouche phospholipidique en forme de disque dont la

surface est stabilisée par des apolipoprotéines) [448];

- de complexes phospholipidiques [449];
- deliposomes [450];
- de nanoparticules polymériques et biodégradables composées de poly(lactide-co-

glycolide) (PLGA) [451], sur lesquelles portent cette thése.
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1.3 Utilisation des nanoparticules comme outil dans le traitement de la
maladie d’Alzheimer

1.3.1 Généralités

Comme décrit dans le chapitre 1.1.7, les traitements actuels sont limités & cause des
barriéres biologiques réduisant leur biodisponibilité. Au cours des dix derniéres années, un
intérét considérable a été porté sur le développement de nanoparticules a des fins thérapeutiques
pour le traitement des maladies neurodégénératives tel que la maladie d’Alzheimer. En effet, les
nanoparticules sont considérées comme 1’une des principales technologies du 21° siécle qui

pourrait révolutionner le domaine médical.

Le terme « nano » provient du grec « nain ». Ainsi, la nanotechnologie correspond a I’ensemble
des techniques qui permettent de fabriquer ou de synthétiser de la matiére de ’ordre du
nanométre. Plus précisément, une nanoparticule est composée d’un ensemble d’atomes ou de
molécules formant une structure tridimensionnelle a 1’échelle nanométrique, c’est-a-dire ayant
un diamétre compris entre 1-1000 nm. A titre d’illustration, la taille des nanoparticules est

comprise entre celles de I’ADN et d’un virus (Figure 11) [452].
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Figure 11 Echelle de taille des nanoparticules en comparaison avec les principales structures de ’organisme
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Grace a leurs caractéristiques physicochimiques (taille, rapport surface/volume, stabilité
dans les milieux biologiques, faible toxicité), les nanoparticules sont d’excellents outils pour
I’administration de composés bioactifs. Nous avons vu précédemment que P’arrét des
médicaments par les patients atteints de la maladie d’Alzheimer est causé par leurs nombreux
effets secondaires et leurs prises répétées. 1l a été suggéré que leur encapsulation dans des
nanoparticules permettrait non seulement de protéger les agents thérapeutiques de leur
dégradation, mais aussi le controle spatiotemporel de leur libération, permettant ainsi leur
guidage spécifique vers les régions pathologiques, par exemple, le cortex et I’hippocampe dans
le cas de la maladie d’Alzheimer. En effet, les nanoparticules en tant que systeme de libération
prolongée élevée peuvent réduire la dose et la fréquence d’administration du traitement et

d’obtenir un meilleur respect des prises par le patient.

Considérant les propriétés des nanoparticules 1’encapsulation de médicaments (ou des
composés bioactifs) serait une stratégie efficace pour surmonter plusieurs défis dans le traitement
de la maladie d’Alzheimer. Cependant, de nombreuses étapes doivent étre franchies avant la

consommation des nanoparticules par I’homme.

En effet, la mise en place d’outils de types nanoparticules a des fins biomédicales nécessite la
maitrise et la compréhension de leurs différents aspects biochimiques, physico-chimiques,
biopharmaceutiques et pharmacologiques. Bien que nous nous soyons intéressés au cours de ce
travail de thése principalement a 1’administration orale des nanoparticules, nous allons aussi citer
les résultats d’autres modes d’administration des nanoparticules, ceci dans le souci d’élargir la

vision des différents modes d’administration actuels proposés dans la littérature.

Indépendamment du mode d’administration et du type de nanoparticules, leurs propriétés
idéales pour qu’elles puissent transporter des composés bioactifs vers le cerveau sont les

suivantes :

- Etre non toxiques.

- Biodégradables et biocompatibles.

- Avoir un diamétre inférieur ou égal a 200 nm de sorte que les nanoparticules s’internalisent
par endocytose dans les cellules [453, 454].

- Protéger le principe actif contre la dégradation prématurée dans le sang permettant ainsi

d’augmenter le temps de circulation dans celui-ci.
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- Traverser le tractus gastro-intestinal.

- Traverser la barriere hémato-encéphalique par endocytose/transcytose.
- Permettre la libération des composés dans le cerveau.

- Etre capable d’encapsuler des quantités suffisantes du composé bioactif

- Relarguer des composés encapsulés.

A ce jour, un nombre considérable de systémes de transports de composés bioactifs sous
forme de nanoparticules ont été développés. Ces nanoparticules différent principalement par les
matériaux qui les composent (organiques, inorganiques, polymériques, lipidiques, etc.) et par les
techniques de synthése utilisées. Parmi ces systémes de transport, nous pouvons citer les
liposomes, les micelles, les nanosphéres, les nanocapsules, les nanotubes de carbones, les
dendriméres et les nanoparticules polymériques. 11 existe deux types de nanoparticules
polymériques : les naturelles (peptides, protéines, polysaccarides, etc.) [455-457] et les
synthétiques (Poly(D,L-lactide), Poly(lactic-acide), poly(lactide-co-glycolide),
Poly(alkylcyanocrylate) [458, 459] etc.). Les nanoparticules citées précédemment sont
principalement biodégradables, biocompatibles et peu toxiques. Elles ont donc une place de
choix dans le développement de systémes de transport de composés bioactifs (ou agents
thérapeutiques). Par conséquent, dans la suite de la thése, nous allons principalement nous
focaliser sur les nanoparticules polymériques et biodégradables comme transporteur de

molécules actives.

A ce jour, trois types de vecteurs ont été développés, les nanoparticules de premiére,
deuxiéme et troisiéme génération. La premiére génération de nanoparticules est composée de
polymeére tel que le PLGA, ces nanoparticules sont « nues» et par conséquent rapidement
phagocytées par les macrophages du sang (chapitre 1.3.2.4.1). Ainsi, les nanoparticules de
deuxiéme génération ont été mise en place afin d’augmenter le temps de demi-vie dans le sang
[460]. Elles possédent une surface modifiée par des polyméres hydrophiles comme le
polyéthyléne glycol (PEG) ou par des surfactants contenant du PEG tel que le polysorbate 80.
Enfin, la troisieme génération posséde des ligands accrochés a 1’extrémité des chaines de PEG
qui peuvent cibler spécifiquement une zone au niveau du cerveau, leur permettant de pouvoir

ainsi traverser la barriére-hémato-encéphalique [461, 462].
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Bien que les nanoparticules de premiére génération sont rapidement éliminées et par conséquent
ne peuvent pas traverser la barriere-hémato-encéphalique, nous allons dans cette thése tout de
méme, nous intéresser particuliérement a cette génération afin d’étudier les mécanismes

cellulaires impliqués.

1.3.2 Les nanoparticules polymériques et biodégradables

1.3.2.1 Les polyméres biodégradables et biocompatibles

Un composé biodégradable (naturel ou synthétique) est un composé dégradé in vivo par
des réactions enzymatiques ou non-enzymatiques produisant des sous-produits de dégradation
qui sont biocompatibles, non-toxiques et ¢€liminés par les voies métaboliques, mais

essentiellement par les reins [463-466]

La biocompatibilité est un paramétre trés important. Elle correspond a la capacité d’un
matériel a remplir une fonction spécifique sans induire de réponses ou sa dégradation par I’héte.
La biocompatibilité ne dépend pas uniquement du composé, mais dépend également de
I’environnement biologique et des interactions entre le polymeére, le composé et les tissus
biologiques [467]. Dans certains cas, ’utilisation des nanoparticules synthétiques pourrait étre
plus avantageuse, car celle-ci permettrait un meilleur maintien du relargage de 1’agent
thérapeutique encapsulé a long terme (de plusieurs jours a plusieurs semaines), alors que les
nanoparticules naturelles auraient un temps de relargage beaucoup plus court et seraient
dégradées plus rapidement par les enzymes digestives [468]. Parmi les polyméres existants, les

plus utilisés pour la synthése de ces nanoparticules sont :

- Les polymeéres naturelles : albumines, gélatines, alginates, collagénes, chitosanes.

- Les polyméres synthétiques : poly(D,L-Lactide ), poly(latic-acid) (PLA), poly(D,L-
glycolide) (PLG), poly(lactide-co-glycolide) (PLGA), poly(cyanocrylate) (PCA),
poly(e-Caproactone) (PCL) et poly(alkycyanocrylates) (PACA), Polybutyl(cyanocrylat)
(PBCA) [469].

De nombreuses publications portant sur les nanoparticules composées des polymeéres PLA et
PLGA ont été rapportées [470]. En effet, il a été prouvé, en particulier, que ces deux types de
nanoparticules sont biocompatibles, biodégradables, faiblement toxiques et éliminées par les

voies métaboliques normales [463, 467], ce qui leur procure un véritable intérét dans des
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applications thérapeutiques. Par ailleurs, ces deux polymeéres ont été approuvés par la « US Food

and Drug Administration for Human Therapy » (FDA).

1.3.2.2 Acide poly(lactique-co-glycolique) (PLGA)

1.3.2.21 Le PLGA - un composé biocompatible et biodégradable

Le PLGA est un copolymére composé d’acide poly-lactique (PLA) et d’acide poly-
glycolique (PGA) (Figure 12).
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Figure 12 Structure de I'acide poly(lactique-co-glycolique).

(X= nombre d’unités d’acide lactique et Y=nombre d’unités d’acide glycolique)

Parmi tous les polymeéres biodégradables et biocompatibles, le PLGA est le polymére le plus
populaire, car il a été trés largement utilisé en clinique [471]. En effet, il est utilisé depuis des
années dans le domaine biomédical (fils de suture, matériaux chirurgicaux et certaines prothéses)
[471, 472]. De plus, ce polymeére est particulierement intéressant, car il est utilisé en France
depuis 2010 dans la fabrication de microspheres qui sont administrées par voie parentérale dans
le traitement du cancer de la prostate hormono-dépendant (Décapeptyl® L. P. 22,5 mg) et de
certains cancers de 1’utérus [473, 474]. Ce traitement a été commercialisé par les laboratoires
Ipsen et Debiopharm. Ce traitement est implanté pour 1 & 3 mois par voie intramusculaire ou
sous-cutanée ce qui permet de maintenir une action prolongée durant cette période. Par ailleurs,
les propriétés physico-chimiques du PLGA dépendent de son poids moléculaire et du rapport
acide lactique/acide glycolique [475-477]. Cependant, ses interactions composés-polymeéres sont

€ncore péu connues.
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1.3.2.2.2 Hydrolyses des nanoparticules de PLGA

Son hydrolyse au niveau des liaisons ester aboutit a la formation de deux monomeres : ’acide

lactique et I’acide glycolique [478, 479] (Figure 13).
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Figure 13 Hydrolyse du PLGA.

Le PLGA est hydrolysé dans les milieux acides en acide lactique et en acide glycolique (Modifié d'aprés Kumari
2010, colloids and surfaces B: biointerfaces).

L’acide lactique formé entre dans le cycle de Krebs ou il va étre métabolisé en CO; et
H,O qui vont ensuite étre €liminés par les voies naturelles de 1’organisme [480]. L’acide
glycolique entre soit dans le cycle de Krebs ou il va étre métabolisé et €liminé, soit il subit
directement 1’élimination rénale [464-466]. Par ailleurs, la libération du composé encapsulé peut
se faire par sa diffusion a travers la particule vers le milieu extérieur et aussi par dégradation
et/ou par érosion de la matrice polymérique jusqu'a ce qu’elle soit totalement hydrolysée [478,
479]. En effet, la quantité de principes actifs encapsulés va créer un gradient de concentration qui

va induire sa diffusion vers 1’extérieur.

La cinétique de relargage du composé encapsulé dans les nanoparticules polymériques
varie selon le composé encapsulé et peut avoir un profil bi-phasique. Avec une premiére phase
de relargage exponentielle correspondant a la libération du composé adsorbé a la surface des
nanoparticules. Cette phase dépend principalement de la quantité de composés encapsulés et de
I’hydrophobicité du polymére. En effet, une molécule hydrophobe pourra diffuser a travers la
matrice polymérique hydrophobe alors qu’une molécule hydrophile pourra passer par les pores
aqueux ou les microdomaines les plus hydrophiles de la matrice [481]. La seconde phase est une

phase de relargage plus lente, correspondant a la diffusion progressive du composé encapsulé.
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Cette phase dépend de la dégradation de la matrice par hydrolyse [478, 479, 482]. La dégradation

du polymere varie de plusieurs mois a plusieurs années et dépend de nombreux facteurs tels que

[483] :

La composition du polymeére : ce facteur est le plus important. Il influence la dégradation de
la matrice des nanoparticules [484]. En effet, le PLA (contient plus de groupement méthyl)
est plus hydrophobe que le PGA, donc plus la quantité de PGA est élevée, plus le polymére
va étre hydrophile et facilement hydrolysable, ce qui va par conséquent influencer le
relargage du composé encapsulé.

Le poids moléculaire du polymére : le poids du polymére est directement lié & la longueur
de la chaine carbonée. En effet, une longue chaine carbonée requiert plus de temps pour étre
dégradée. Donc plus le poids moléculaire du polymére est €élevé, plus sa dégradation est lente
[485].

Le type de composé encapsulé : de nombreuses études ont montré que la structure et les
propriétés chimiques (nombre de groupement OH et hydrophobicité) du composé encapsulé
modifient le profil de relargage a travers la matrice polymérique [486].

La taille et la forme de la matrice : le taux surface/volume influence également la
dégradation du polymeére. En effet, plus la surface est €levée, plus la dégradation du
polymeére est importante. Ainsi, lorsque la surface est supérieure au volume, la vitesse de
relargage du composé encapsul€ est supérieure [487].

Le pH : des études in vitro ont montré que le PLGA est hydrolysé plus rapidement dans les
milieux alcalins et fortement acides [488-490].

Le pourcentage d’encapsulation : il a été suggéré que, plus la quantité de composés

encapsulés est élevée, plus la premicre phase de relargage initiale est rapide [491].

1.3.2.2.3 Différentes techniques de préparation des nanoparticules polymériques biodégradables

Il existe différentes méthodes de préparation des nanoparticules polymériques et

biodégradables qui conduisent a des structures organisationnelles différentes de nanoparticules

(Figure 15). Les nanoparticules sont préparées suivant deux méthodes : 1) la polymérisation de

monomeéres; et 2) la dispersion de polyméres préformés (Figure 14).
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La premiére méthode posséde un inconvénient majeur : le « cross-linkage ». En effet, lors
de I’ajout d’un principe actif pendant la polymérisation, un croisement entre le principe actif et le

polymére peut survenir, provoquant son inactivité. La seconde technique est donc plus

avantageuse.
‘ Polyméres preformés ‘
e e ,
i ,
Nanosphéres Nanocapsules
e ed A I AL
éPonméres Polyméres
synth E‘l"‘:t’z{:l:'y'“ére synthétiques
———— i sl
o N . : l' Déposition
Précipitation Emulsion interfaciale
e -y : =,
e 1A w'—_‘f l' ENIR ]f ITE
| . Diffusion/Ev
Emulsion Salting out aporation de
solant

Figure 14 Diagramme représentant les quelques techniques de préparation de nanoparticules a partir de

polyméres préformés.

- Emulsion-diffusion : le polymére est dissout dans la phase organique contenant des solvants
organiques partiellement miscibles dans 1’eau (I’alcool de benzyle, le propyléne et le carbone
¢thyle acétate). La phase organique est ensuite émulsifiée dans une solution aqueuse contenant
un surfactant (SDS, PVA, DMAB). Ces étapes sont réalisées sous agitation. La taille des
nanoparticules est influencée par les paramétres suivants : le solvant et la vitesse d’agitation

(plus la vitesse d’agitation est rapide, plus la taille des nanoparticules sera petite) [492].
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- Salting-out : le polymere est dissout dans la phase organique contenant de 1’acétone comme
solvant, miscible dans I’eau. La phase organique est ensuite émulsifiée dans la phase aqueuse au
moyen d’une agitation rapide. La phase aqueuse contient 1’émulsifiant et une forte concentration
de sels non-solubles dans la phase organique. L’ajout d’eau combiné a une agitation moyenne
réduit les liaisons ioniques et induit la migration du solvant organique soluble dans la phase
aqueuse, ce qui va permettre la formation des nanospheres. La derniére étape est la purification

ou une centrifugation pour éliminer les sels [493].

- Nanoprécipitation (émulsion spontanée) : le polymére et le principe actif sont dissouts dans
un solvant miscible dans I’eau comme 1’acétone ou le méthanol. La solution est ensuite versée
goutte a goutte dans la solution aqueuse contenant le surfactant. Les nanoparticules se forment

instantanément par diffusion rapide du solvant. Le solvant est éliminé par évaporation [494].

- Technique d’émulsion-évaporation de solvant : cette méthode comporte deux techniques qui

différent en fonction du composé a encapsuler. L’émulsion simple (oil (O)/water (W)) permet
d’encapsuler des composés hydrophobes et I’émulsion double (W/O/W) des composés
hydrophiles [458, 469, 495]. Celle-ci est basée sur I’émulsion d’une solution organique
contenant le polymére et 1’agent thérapeutique dans une solution aqueuse, suivi par 1’évaporation

du solvant organique. La réduction de la taille se fait par sonication ou homogénéisation.

Ainsi, le choix de la méthode d’encapsulation va dépendre de la solubilisation de la
molécule dans les solvants utilisés en fonction de la méthode de préparation. Par exemple, la
méthode d’émulsion-évaporation de solvant est la technique la plus utilisée pour 1’encapsulation
de composés hydrophobes et hydrophiles. De plus, cette technique est la plus ancienne et est

fortement reproductible.
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Tableau 1-6 Comparaison des principales méthodes de préparation des nanoparticules biodégradables a
partir de polyméres préformés

Méthodes
Caractéristiques , .
Emulsion-
Emulsion-diffusion Salting-out Nano-précipitation . .
évaporation
Solvant Faible toxicité Faible toxicité Faible toxicité Faible toxicité
Consommation )
Faible Faible Faible Moyenne
d’énergie
Eau utilisée Elevée Moyen Elevée Faible
Relation de Faible pour que ¢a | Moyenne-élevée

Concentration | proportionnalité a n’affecte pas la n’influence pas la
) Moyen-élevée .
du polymére la taille des taille des taille des
nanoparticules nanoparticules particules
Antioxydants Forte Forte Forte Forte
hydrophobes encapsulation encapsulation encapsulation encapsulation
. . Bonne
Antioxydants Faible Faible Moyenne
) . . encapsulation
hydrophiles encapsulation encapsulation encapsulation
(double émulsion)
Controles de
Recommandés Recommandés Recommandés Recommandés
Ia taille
Temps de .
Moyen-élevé Moyen Elevé Faible
synthése
Purification Moyenne Elevée Elevée Moyenne

Ensuite, la forme des nanoparticules la plus adaptée est choisie en fonction de la

molécule a encapsuler. En effet, en fonction de la solubilité du composé, il pourra soit étre
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encapsulé dans le cceur aqueux ou huileux des nanoparticules pour former des nanocapsules,
soit étre encapsulé dans le cceur hydrophobe et/ou adsorbé a la surface des nanoparticules pour

former des nanosphéres (Figure 14).

Nanosphére Nanocaspule

Figure 15 Type de nanoparticules biodégradables.

Les nanoparticules sont divisées en deux classes en fonction de leur structure : nanosphére et nanocapsule. L'agent

thérapeutique sera soit encapsulé dans les nanocapsules soit encapsulé et/ou adsorbé a la surface des nanophéres.

1.3.2.2.4 Internalisation cellulaire des nanoparticules de PLGA

A ce jour, les mécanismes d’internalisation cellulaire des nanoparticules de PLGA ne
sont pas complétement élucidés. Cependant, c’est I’un de leurs principaux avantages méme si
cela n’est pas généralisable a toutes les nanoparticules. Nous pouvons €mettre deux différentes
hypothéses quant au devenir des nanoparticules au contact des cellules: soit que les
nanoparticules libérent le principe actif tout prés de la membrane plasmique et facilitent la
diffusion de celui-ci, soit qu’elles sont internalisées et relarguent leur contenu dans le cytosol.
D’aprés la premiére hypothése, il est possible que les nanoparticules restent proches ou qu’elles
adhérent a la membrane et qu’elle relargue son contenu tout prés de la membrane plasmique.
Dans ce cas, le principe actif s’internaliserait plus facilement par diffusion passive puisque le
principe actif serait transporté tout prés du lieu d’absorption. La seconde hypothése est
I’internalisation par endocytose. Il a en effet était suggéré que les nanoparticules de PLGA sont
internalisées par les cellules musculaires lisses vasculaires en partie par pinocytose des fluides se
trouvant a I’extérieur de la cellule et aussi par endocytose médiée par la clathrine [496]. Ensuite,

les nanoparticules de PLGA quittent rapidement 1’endo-lysosome et entrent dans le cytoplasme
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(dans les dix minutes qui suivent I’incubation) ou le composé encapsulé est libéré pour étre

redirigé vers les organites cellulaires (mitochondrie, noyau, etc.) [497, 498].

Endosome
NPs primaire

- i ndosome de

recyclage

Figure 16 Représentation schématique de I'internalisation cellulaire d'agents thérapeutiques encapsulés dans

des nanoparticules polymériques et biodégradables de PLGA.

(1,2) Internalisation des nanoparticules par endocytose; (3) relargage de ’agent thérapeutique dans le cytoplasme;
(4) ciblage des nanoparticules vers le noyau et la mitochondrie; (5) exocytose des nanoparticules ; Cur =Curcumin

libéré par les nanoparticules.

Un élément important qui peut influencer I’internalisation cellulaire des nanoparticules
est leur charge et la structure surfacique. Il semblerait que les nanoparticules chargées
positivement auraient une meilleure internalisation grace aux interactions ioniques entre les
nanoparticules et la cellule (chargée négativement) [499, 500]. De plus, il a ét€ montré que les
nanoparticules chargées positivement sont capables d’échapper aux lysosomes aprés leur
internalisation et se trouvent rapidement au niveau périnucléaire [501]. Ainsi, pour augmenter
I’internalisation cellulaire la surface des nanoparticules de PLGA peut-étre modifiée par 1’ajout
d’une chaine PEG (hydrophyle et non-ionis€) protégeant ainsi les nanoparticules du réticulum
endothéliale [502].

76



1.3.2.3 Propriétés physico-chimiques des nanoparticules

La charge surfacique est un parameétre indispensable & considérer lors de la formulation
de nanoparticules. La mesure du potentiel Zeta est la méthode qui permet de déterminer la
charge globale des nanoparticules acquise dans un milieu particulier. Ce parameétre nous informe
sur les forces répulsives présentes entre les particules et influence directement leur stabilité en
suspension [458, 469]. L’augmentation de la valeur absolue du potentiel Zeta est lie a
I’augmentation des forces répulsives entre les particules et, par conséquent, a I’augmentation de
la stabilité des nanoparticules. Une formulation est considérée stable si le potentiel électrique

entre les particules est supérieur a + 30 mV [503].

La taille des nanoparticules est également un paramétre important a vérifier lors de la
préparation des nanoparticules. La taille moyenne et ’indice de polydispersité (distribution de
taille d'une population de particules) sont déterminés par spectroscopie de corrélation photonique
(ou par diffusion dynamique de la lumiére (DLS)). Cette technique se base sur la diffusion de la
lumiére causée par le mouvement Brownien des particules [504]. La microscopie électronique
est généralement utilisée afin de confirmer les résultats obtenus en DLS mais fournit également

des informations concernant la morphologie des nanoparticules.

1.3.2.4 Les principales barriéres biologiques

Une fois 1’agent thérapeutique encapsulé dans les nanoparticules, il doit étre acheminé
jusqu'a son site d’action. Cette étape est compliquée, car les nanoparticules doivent faire face aux
nombreuses barriéres biologiques : les barriéres externes (peau et muqueuse) et les barriéres
internes (sanguine, gastro-intestinale et hémato-encéphalique). Certaines de ces barriéres sont
facilement contournables via le mode d’administration (intraveineux, nasal ou oral). Donc, la
taille et les propriétés physicochimiques des nanoparticules vont principalement influencer leur

passage au niveau des barriéres internes.
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1.3.2.4.1 La barriére sanguine

Les protéines sanguines spécifiques sont susceptibles de s’adsorber sur des particules
ayant des surfaces hydrophobes menant a la reconnaissance et la capture de celles-ci par le
systéme phagocytaire, c’est le mécanisme d’ospsonisation. En effet, les nanoparticules de taille
supérieure a 10 nm interagissent avec les opsonines (protéines plasmatiques qui se fixent par
adsorption a la surface d’un corps étranger). Le complexe est ensuite transporté jusqu’au foie ou
il va facilement étre capté et phagocyté par les cellules de Kiipffer (cellules d’origine
macrophagique) et par d’autres cellules du systéme phagocytaire mononuclé [S05]. Afin de
pallier a cet inconvénient, il existe deux possibilités, la premiére consiste a préparer des
nanoparticules de petite taille (inférieure & 10 nm) qui ont échappé a I’opsonisation et qui sont
rapidement éliminées du sang par voie rénale. L’élimination rénale est spécifique des particules
d’environ 10 nm et d’une masse molaire de 48 kDa [506, 507]. Or, ces nanoparticules ne peuvent
pas transporter une quantité suffisante de principes actifs ainsi, cette option est peu utilisée. La
deuxiéme possibilité est de modifier la surface des nanoparticules hydrophobes en recouvrant la
surface par un polymeére hydrophile (PEG) ou par un surfactant contenant du PEG (Polysorbate

80) afin de conférer une protection stérique et limiter I’opsonisation.

Parmi les polymeéres utilisés pour leurs propriétés de surface, et ayant fait I’objet de
nombreuses études, on cite, le PEG. Ce dernier est un polyéther hydrophile, non ionique, non
toxique et biodégradable [508, 509]. Le polyéthyléne glycol linéaire a été introduit dans les
années 90, dans la composition des liposomes et des nanoparticules polymériques. Il est surtout
utilis€ comme polymere de couronne de nanoparticule a cceur hydrophobe [510, 511]. Le PEG a
la propriété de diminuer les interactions entre les protéines et la surface des nanovecteurs, de
modifier la pharmacocinétique, la biodistribution et d’influencer [I’internalisation des
nanovecteurs par les cellules [461, 512]. Les chaines de PEG de taille allant au-dela de 2 kDa
peuvent réduire considérablement 1'adsorption d’opsonines et d’autres protéines du sérum sur les

nanovecteurs.

De plus, contrairement aux nanoparticules de petite taille, la présence de PEG permet
d’augmenter la taille des nanoparticules ce qui permet le transport d’une quantité plus importante
de composés bioactifs. Par ailleurs, sa présence en surface favorise également 1’endocytose

cellulaire et permet aussi une mucoadhésion ce qui augmente le temps de séjour du vecteur a
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I’intérieur de [’organisme [85]. Il est cependant, important de noter que la taille des
nanoparticules doit étre limitée pour différentes raisons physiologiques. Dans les applications

liées au cancer, la taille des nanoparticules doit étre inférieure a 200 nm car les particules ayant

une taille supérieure ne passent pas a travers les pores créés dans les endothéliums tumoraux.

Ainsi, aprés I’administration par voie intraveineuse les nanoparticules de premiére
génération « nues » sont rapidement phagocytés et par conséquent ne pourront pas traverser la

barriére-hémato-encéphalique.

1.3.2.4.2 Absorption au niveau de la barriére gastro-intestinale des nanoparticules polymériques
biodégradables

Y

L’intérét porté aux nanoparticules depuis ces dix derniéres années a amené a
I’augmentation des études portant sur leur absorption par le tractus gastro-intestinal [513] qui est

la principale limitation lors de leur administration par voie orale.

Les principaux parametres influengant le passage des nanoparticules par le tractus gastro-
intestinal sont la taille, la charge surfacique, la composition du polymeére et I’hydrophobicité. I
est important de souligner que la traversée du tractus gastro-intestinal par les nanoparticules est
un véritable défi, car il est formé de la bouche, du pharynx, de I’cesophage, de 1’estomac, de
I’intestin gréle, du colon et des organes annexes (glandes salivaires, foie, vésicule biliaire et
pancréas). 11 est également tapissé d’une monocouche de cellules épithéliales et de cellules M qui
forment une véritable barriére-biologique aux corps étrangers. Il existe également des nodules
lymphoides répandus le long de la paroi de I’intestin formant les plaques de Peyer [514] par ou
les nanoparticules < 100 nm pourraient traverser le mucus [515]. De plus, la surface de
I’épithélium comprend des espaces intercellulaires qui sont fermés par des jonctions serrées
(zonula, macula, desmosone) d’un diamétre compris entre 0,1 pm et 0,5 pm ce qui permettrait

aux nanoparticules de petite taille de passer a travers ces espaces.

Le passage des nanoparticules & travers le tractus gastro-intestinal a été trés largement
étudié¢ sur différents modeéles in vivo et in vitro [516-518]. Les cellules Caco2 sont les
principaux modéles in vitro utilisés pour 1’étude de |’absorption gastro-intestinale des

nanoparticules [519, 520]. Il est important de noter que 1’absorption des nanoparticules varie en
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fonction de I’espéce animale étudiée (rat, souris, cochon et lapin etc.). Cela proviendrait
principalement de la quantité variable de plaques de Payer inter-espéce [518, 521-523]. De plus,
la complexité et la longueur du tractus gastro-intestinal rendent difficiles la quantification et la

localisation des nanoparticules.

L’absorption des nanoparticules de PLGA dépend principalement de la taille de ces
derniéres. En effet, des études réalisées sur des modéles animaux (intestin de rats et de souris) et
cellulaires (Caco 2) suggerent que les nanoparticules de 100 nm sont mieux absorbées au niveau
des plaques de Payer et des entérocytes que les petites (1-10 nm) [520, 524-526]. Ainsi, lors de
I’administration par voie orale, les nanoparticules permettraient principalement de protéger les
composés bioactifs de la dégradation au niveau du tractus digestif, d’augmenter la solubilité
apparente du principe actif et d’étre absorbées au niveau des plaques de Peyer. Dans ce cas les
nanoparticules de premiére génération peuvent traverser la barriére gastro-intestinale, mais
seront opsonisées dans le sang par les macrophages du foie et ne pourront donc pas passer la
barrieére-hémato-encéphalique. Ainsi, seules les molécules actives hydrophobes libérées par les
nanoparticules dans le sang ou elles pourront se fixer aux protéines et lipoprotéines sériques (tels
que I’albumine, le fibrinogéne, I’immunoglobuline G et la transferrine) seront capables de

traverser la barriére-hémato-encéphalique [527].

1.3.2.4.3 Passage des nanoparticules polymériques biodégradables a travers la barriére-héemato-
encéphalique

La barri¢re-hémato-encéphalique est composée de cellules endothéliales, de péricytes,
d’astrocytes et d’'une membrane basale [528]. Contrairement aux capillaires périphériques, les
capillaires du systéme nerveux central ne possédent pas de fenestrations et ont une faible activité
de pinocytose limitant ainsi le passage trans-cellulaire des molécules. De plus, la barriére-
hémato-encéphalique est caractérisée par la présence de jonctions serrées qui induit une forte
restriction endothéliale [528]. Par ailleurs, les projections astrocytaires recouvrent les cellules
endothéliales de la barriere-hémato-encéphalique en leur fournissant un support biochimique et
nutritif. Cette barriére posséde donc son propre mécanisme de défense protégeant le cerveau

contre toutes formes d’éléments dommageables et de microorganismes. Cependant, elle est un
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véritable obstacle pour 1’administration de médicament ciblant le cerveau, ce qui est ’'une des

principales limitations pour le traitement de maladies neurodégénératives.

Pour qu’un agent thérapeutique puisse traverser la barriere-hémato-encéphalique par
diffusion, il doit étre non-ionisé a pH physiologique, lipophile et de faible poids moléculaire <
400 Da [529]. Ainsi, pour surmonter les limites induites par la barriére-hémato-encéphalique, de
nombreuses techniques ont été¢ développées telles que I’utilisation d’agents biologiques, de
liposomes et de nanoparticules. Cependant, les nanoparticules doivent répondre a certains
critéres (taille et surface) afin d’étre utilisées en tant qu’outil efficace de transport de composés
bioactifs & travers la barriére-hémato-encéphalique [528, 530]. C'est pourquoi les nanoparticules
de troisiéme génération ont été développées. Ils sont capables de traverser la barriére-hémato-
encéphalique grace a un ligand fixé sur la chaine de PEG et ciblant spécifiquement des
récepteurs qui se trouvent & la surface des cellules endothéliales de la barriere hémato-

encéphalique.

Ainsi, ce type de nanoparticules polymériques et biodégradables sont des candidates
prometteuses pour 1’acheminement de composés thérapeutiques vers le cerveau. Cependant, les
mécanismes exacts de transport des nanoparticules a travers la barriére-hémato-encéphalique ne

sont pas encore €lucidés.

1.3.2.5 Les nanoparticules polymériques biodégradables développées pour le traitement dans la

maladie d'Alzheimer

L’effet thérapeutique des nanoparticules dans la maladie d’Alzheimer a été
considérablement étudi€¢ au cours des derniéres années [25, 529-531]. Nous avons récemment
résumé ces études dans la revue [529] (Annexe 3). Dans cette thése, seules quelques études

seront détaillées.

Tel que décrit précédemment, les traitements anticholinestérases possédent de
nombreux effets négatifs causés par leurs actions périphériques. Un moyen de réduire ces effets
est de les encapsuler dans des nanoparticules. Par exemple, la tacrine a été encapsulée avec
succés dans deux types de nanoparticules polymériques et biodégradables formés soit de chitosan
(avec une taille de 41 £ 7nm) [532] ou de PBCA (avec une taille 35 + 4,64 nm) [533]. Elles ont

été préparées par émulsion de solvant avec différents ratios de concentration polymére-traitement
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en fonction du pourcentage d’encapsulation. De plus, pour faciliter leur passage a travers la
barriére-hémato-encéphalique, ces nanoparticules ont été recouvertes de 1 % de polysorbate 80.
Les études de bio-distribution ont été réalisées chez le rat et ont montré qu’une heure apres
I’administration en i.v des nanoparticules, la tacrine est retrouvée dans le foie, la rate, les reins,
les poumons, le ceeur et que la concentration cérébrale de la tacrine encapsulée est supérieure a

celle de la tacrine libre [533].

La rivastigmine a également été encapsulée dans des nanoparticules de PBCA
recouvertent de 1 % de polysorbate (d’une taille de 40 nm + 6,9 nm) [533] par la technique
d’émulsion de solvant. Ces nanoparticules ont ét¢ administrées a des rats par iv. et la
concentration cérébrale de rivastigmine obtenue est 3,82 fois supérieure que celle de la

rivastigmine seule [533].

La thioflavine T est un composé fluorescent tres largement utilisé pour le marquage des
plaques séniles. Cependant, ce composé est chargé et hydrophile, il est donc incapable de
traverser la barriére-hémato-encéphalique. Son encapsulation dans des nanoparticules
composées d’un cceur de polystyréne et d’une surface de PBCA a permis d’augmenter
significativement sa fluorescence par rapport a la thioflavine T. De plus, son administration
intracérébrale a des souris transgéniques mutées (APPswe/PS1 dE9) suggere que la thioflavine T
se fixe spécifiquement sur les fibrilles d’AP et réduit les dépots d’AP. Ces résultats soutiennent
donc I’idée que les nanoparticules pourraient avoir un double effet de marquage et de protection
contre I’AP [534]. La thioflavine T a également été encapsulée dans des nanoparticules ayant un
ceeur de latex et une surface de PBCA. Ces nanoparticules ont été injectées spécifiquement dans
I’hippocampe de souris et les résultats montrent que la thioflavine T se fixe principalement dans
les neurones et la microglie [535]. Dans cette étude les nanoparticules ont été administrées par
injection intracérébroventriculaire, mais il a été montré qu’elles étaient également capables de
traverser la barriére-hémato-encéphalique lorsqu’elles sont recouvertes de polysorbate 80 est
injectées par voie i.v [536]. Ainsi, les résultats de ces études permettent de conclure que
I’utilisation de nanoparticules pourrait étre une solution appropriée pour le transport de composé

ciblant I’accumulation d’ AP dans le cerveau de patients atteints de la maladie d’ Alzheimer.

Comme nous I’avons vu précédemment, les polyphénols ont un fort potentiel

thérapeutique contre la maladie d’Alzheimer. Cependant, lorsqu’ils sont administrés par voie
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orale, ils sont faiblement absorbés au niveau du tractus gastro-intestinal, trés fortement
métabolisés et, par conséquent, rapidement €liminés. Ainsi, I’encapsulation de composés
phénoliques dans des nanoparticules polymeériques et biodégradables est devenue un domaine de
recherche trés actif. Récemment, il a été démontré que I’encapsulation des catéchines telles que
I’épicagalocatéchine gallate (ECGC) dans des nanoparticules de chitosan augmente de maniére
significative son absorption au niveau du jéjunum de souris. Cependant, ces nanoparticules ne
sont pas capables de traverser la barriére-hémato-encéphalique, car leur taille moyenne est de
I’ordre de 432 nm [537, 538]. L’ECGC a également ét¢ encapsulée dans des nanoparticules
lipidiques (nanoECGC). Ces nanoparticules ont été testées sur des cellules de neuroblastomes de
souris transfectées par la forme humaine mutante de I’APP (APPswe, N2a). Les résultats obtenus
suggerent que les NanoEGCG améliorent I’activité de 1’a-sécrétase a de trés faibles
concentrations (3,125 pM). De plus, il a ét€ montré que leur administration par voie orale a des

rats augmente deux fois plus leur biodisponibilité systémique que le ECGC libre [539].

Le resvératrol a également été encapsulé dans des nanoparticules composées d’un cceur
de poly-caprolactone (PLC) (hydrophobe) et d’une surface de polyethyleneglycol (PEG)
(hydrophile). Ces nanoparticules ont €té administrées aux cellules PC12. Les résultats obtenus
indiquent qu’elles sont non-toxiques et qu’elles protégent les cellules PC12 contre la toxicité
induite par ’AP en piégeant les espéces réactives de I’oxygéne [540]. Récemment, il a été
montré que le resvératrol encapsulé dans des nanoparticules composées de PLC protége les

neurones corticaux de rats contre le stress oxydatif et I’apoptose induits par le H,O, [541].

1.3.2.5.1 \Utilisation des nanoparticules afin d’augmenter la biodisponibilité et [’activité du
curcumin

Dans le but d’augmenter la solubilité apparente dans 1’eau du curcumin et aussi sa
protection contre la forte dégradation présente dans les milieux biologiques, 1’utilisation des
nanoparticules semble applicable. En effet, I’encapsulation du curcumin dans des nanoparticules
a éte trés largement étudiée dans le transport de médicament ciblant le cancer. En effet, il a été
montré que les nanoparticules sont internalisées dans de nombreuses cellules cancéreuses telles
que dans les cellules issues d’un métastase de cancer du sein ou ovarien (Hela), d’un cancer

pancréatique (BxPC3), d’un cancer de la prostate ou des cellules issues d’une leucémie
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chronique, etc, [542-547]. A cet égard, des études ont montré que I’encapsulation du curcumin
dans des nanoparticules permet de bloquer la prolifération cellulaire, la voie NF-xB et de réduire
I’activation des cytokines pro-inflammatoire (IL-6, IL-8, TNFa) [543, 544, 546, 548].
Cependant, les études ciblant le transport du curcumin a travers la barriére-hémato-encéphalique
afin de traiter les maladies neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer sont trés
limitées.

Nous avons vu précédemment que le curcumin est le polyphénol le plus prometteur dans
le traitement de la maladie d’Alzheimer grace a son activité pléiotropique. Il cible en effet de
nombreuses voies impliquées dans la physiopathologie de la maladie d’Alzheimer tel que
I’inflammation, le stress oxydatif, la cascade amyloide et I’hyperphosphorylation de la protéine
Tau. Cependant, sa faible biodisponibilité systémique, lors de son administration par voie orale,
réduit considérablement son efficacité et donc le principal défi de recherche est d’augmenter sa
solubilité dans les milieux aqueux. Pour cela, de nombreuses méthodes ont été développées, mais
la plus efficace est son encapsulation dans des nanoparticules. En effet, de nombreuses études
ont montré qu’en comparaison avec curcumin libre, son encapsulation permet d’augmenter
considérablement sa dispersion et sa dissolution dans des solutions aqueuses [542-544, 548]. Par
exemple, plus de 95 % du curcumin encapsulé dans les SMEDDs est dissout aprés 20 minutes et
donne une solution claire [549]. De plus, sous cette forme, 1’absorption gastro-intestinale du
curcumin est significativement plus élevée lors de son administration chez la souris [549]. Une
étude comparative entre 1’effet de la pipérine et I’encapsulation du curcumin indique que le
relargage du curcumin encapsulé dans les nanoparticules se fait de maniére prolongée apres
48 heures, alors que pour le curcumin libre (ou en combinaison avec la pipérine) n’est plus
détectable aprés 6 heures. 1l est intéressant de noter que la pipérine augmente la biodisponibilité
du curcumin libre de trois fois, alors que les nanoparticules 1’augmentent de neuf fois [451]. De
plus, le profil de relargage du curcumin par les nanoparticules est composé d’une réponse rapide
pendant les premicres 24 heures, suivie d’un relargage plus lent pendant 20 jours [451, 543]
[543, 544, 549]. 1] a été montré qu’aprés quatre heures de 1’administration en i.v. de curcumin
encapsulé dans des nanoparticules de PLGA-PEG-PLGA (d’une taille de 50 nm) a des souris, le
curcumin se retrouve dans le cerveau avec une concentration 6,28 fois supérieure a celle du
curcumin libre [550]. En accord avec I’étude précédente, le curcumin encapsulé dans des

nanoparticules de PBCA recouvertes de polysorbate 80 est capable également de traverser la
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barriére-hémato-encéphalique et augmente de 2,5 fois la concentration de curcumin dans le
cerveau par rapport au curcumin libre aprés administration en i.v. [551]. Plus précisément, il a
été montré que I’administration de curcumin encapsulé dans des nanoparticules de PLGA en i.v
chez le rat prolonge le temps de demi-vie du curcumin dans le cerveau de 2,8 fois et augmente
davantage le temps de sé€jour du curcumin dans I’hippocampe de 2 fois et dans le cortex de 1,8
fois [552]. En effet, le curcumin est trés rapidement éliminé de I’organisme du fait de sa faible
biodisponibilité dans I’organisme qui pourrait étre causée par sa rapide élimination systémique.
Ainsi, 'utilisation de nanoparticules permet au curcumin de rester plus longtemps dans le
cerveau et particuliérement au niveau du cortex et de I’hippocampe. Certaines études suggérent
donc qu’aprés administration intraveineuse de curcumin encapsulé dans des nanoparticules
polymériques et biodégradables recouvertes de polysorbate 80, PEG et/ou d’autres ligands,
augmente clairement la distribution cérébrale du curcumin. Cependant, leurs mécanismes de
transport a travers la barriére-hémato-encéphalique sont encore peu connus. Il est connu que la
fixation d’un ligand tel que I’ApoE sur la chaine PEGylé permet leur transport a travers la
barriére-hémato-encéphalique [26]. Plus spécifiquement, un intérét a été porté sur 1’ApoE car
elle peut entrer dans le liquide céphalorachidien en traversant le plexus choroide pour se
retrouver dans le cerveau par endocytose des récepteurs au LDL (LDL-R) [553, 554].
L’administration de nanoparticules de curcumin encapsulé dans des nanoparticules de PBCA
couplés a I’ApoE3 protege les cellules SH-SY5Y de la toxicité induite par I’AP en réduisant le
niveau des espéces réactives de 1’oxygéne [555]. En accord avec I’étude précédente, il a été
montré que le traitement des cellules SK-N-SH par des nanoparticules polymériques
(NanoCurc™) consituées des momonéres de N-isopropylacrylamide, vinylpyrrolidone et d’acide
d’acrylique protégent contre la toxicité induite par le HyO, et réduit significativement la
production des espéces réactives de 1’oxygéne. De plus, ’administration intrapéritoneal des
NanoCurc™ 4 des souris athymiques induit ’augmentation de la concentration du GSH et la

diminution de I’activité des caspases 3 et 7 dans le cerveau de ces souris [556].

En conclusion, ces résultats suggérent que I’encapsulation du curcumin dans certains types
de nanoparticules et dont le choix se fait en fonction de la voie d’administration, représente un
moyen de transport adéquat, lui permettant ainsi d’agir efficacement dans le traitement la

maladie d’ Alzheimer.
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1.4 Problématique, hypothéses et objectifs de travail

La maladie d’Alzheimer touche plus de 23,4 millions d’individus a travers le monde. En
considérant le vieillissement de la population, ce nombre va dramatiquement augmenter au cours
des prochaines décennies, en absence de traitement plus efficace. En effet, a ce jour, il n’existe
aucun traitement pouvant prévenir ou guérir cette pathologie, car les véritables causes sont
encore loin d’étre connues. Les patients peuvent cependant recevoir certains traitements tels que
les inhibiteurs des acétylcholinestérases administrés lors de symptémes légers ou modérés et
des antagonistes des récepteurs MNDA utilisés pour soulager les symptomes modérés ou
graves de la maladie. Ces traitements attenuent les symptomes, mais possédent de nombreuses
limitations. En effet, ils permettent uniquement de ralentir 1’apparition des symptomes sans
traiter la maladie, ils induisent de nombreux effets secondaires périphériques et une faible

biodisponibilité cérébrale.

Les études post mortem réalisées sur des cerveaux de patients atteints de cette pathologie
ont permis de mettre en évidence deux types de 1ésions au niveau de I’hippocampe et du cortex:
les plaques séniles composées essentiellement de 1’accumulation extracellulaire d’amyloide-f et
les dégénérescences neurofibrillaires constituées de ’accumulation anormale de la protéine tau
hyperphosphorylée, entrainant la perte des fonctions cognitives. Il est maintenant clairement
établi que le stress oxydatif via 1’action des radicaux libres peut causer des dommages
irréparables aux cellules nerveuses et entrainer leur mort. De plus, des études réalisées sur des
animaux et sur des cerveaux post mortem de patients atteints de la maladie d’Alzheimer
indiquent que le stress oxydatif n’est pas seulement une conséquence de la maladie, mais
semble également contribuer a la physiopathologie de fagon précoce. Ainsi, I’administration
d’antioxydants & des patients serait donc un moyen de prévenir des dommages causés par le

stress oxydatif.

Parmi les différents produits naturels antioxydants, le curcumin est 1’un des composés le
plus étudié. Ce polyphénol présent dans la racine du curcuma longa, posséde un tres fort pouvoir
antioxydant, mais aussi anti-inflammatoire, antiprolifératif, antimicrobien, anticancérigéne et
neuroprotecteur. En effet, de nombreuses études in vitro et in vivo ont montré que le curcumin

inhibe les dépéts d’amyloide-f et réduit I’hyperphosphorylation de la protéine tau.
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Du fait de son caractére hydrophobe, le curcumin est mal absorbé par I’organisme lors de
son administration par voie orale chez I’homme et chez I’animal, ce qui réduit son efficacité
thérapeutique. Afin d’augmenter la solubilité apparente du curcumin dans 1’eau et aussi sa
protection contre la forte dégradation présente dans les milieux biologiques, de nombreuses
stratégies ont été développées afin d’améliorer sa pharmacocinétique, sa biodisponibilité et sa
solubilit¢ dans des conditions physiologiques telles que I’utilisation de composés bloquant le
métabolisme enzymatique du curcumin. Cependant, ces composés ont été rapidement négligés

du fait de leur manque d’efficacité¢ comme systéme de libération de médicament.

Depuis les dix derniéres années, un intérét considérable est porté sur 1’utilisation de
nanoparticules, composé€es d’une matrice polymérique biocompatible et biodégradable comme
systémes de libération de médicament dans le cerveau tel que le PLGA qui a été approuvé par la
FDA. Bien qu’il a ét¢ montré que les nanoparticules de PLGA non-modifiées en surface ne
traversent pas la barriére-hémato-encéphalique lors de leur administration par voie orale,
’objectif de notre travail dans un premier temps a été de valider la méthode de synthése des
nanoparticules, 1’encapsulation du curcumin, analyser ses propriétés physico-chimiques, la
conservation de I’intégrité du curcumin encapsulé, d’évaluer leurs toxicités et de 1’efficacité du
curcumin a travers des €tudes in vitro sur une lignée cellulaire issue de neuroblastomes humains,
les SK-N-SH en développant des protocoles d’études spécifiques aux nanoparticules avant de
passer dans des études futures a son encapsulation dans des nanoparticules de PLGA recouvertes
de PEG et de ligands spécifiques. En effet, nous avons choisi d’étudier les nanoparticules de
premiére génération, car leur administration par voie orale permettrait le passage d’une partie a
travers la barriére intestinale via les plaques de Peyer. Ces nanoparticules pourraient alors libérer
une petite partie de curcumin avant d’étre phagocytées par le macrophage du foie et de la rate.
L’autre partie de ces nanoparticules, en augmentant la solubilité apparente et sa dégradation dans
le tractus digestif, va libérer a son tour le curcumin directement dans le tube digestif ce qui
augmenterait davantage son absorption intestinale et ceci grace a I’augmentation de sa solubilité
apparente et sa protection vis-a-vis du fluide digestif. A la lumiére de ces données, une plus
grande quantité de curcumin pourraient arriver dans le sang permettant ainsi a celui-ci et grace a
son caractére hydrophobe d’étre transporté par les protéines sériques et/ou les apolipoprotéines et
de franchir la barriére-hémato-encéphalique. Par conséquent, I’augmentation de I’efficacité du

curcumin intracérébrale serait du & I’augmentation de sa biodisponibilité sanguine.
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Ainsi en découle P’hypothése suivante: 1’encapsulation du curcumin par ces
nanoparticules permettrait d’augmenter la stabilité, la solubilité apparente, la biodisponibilité, et
la délivrance du curcumin au niveau de cellules cibles telles que les neurones ce qui permettrait
de prévenir ou de retarder la dégénérescence neuronale. Dans le but de répondre a cette

hypothése nous nous sommes fixés trois objectifs:

Objectif 1 : Préparer et caractériser les nanoparticules vides et encapsulant du curcumin

Briévement, pour répondre a cet objectif, nous allons préparer des nanoparticules vides
de PLGA (Nps) et des nanoparticules de curcumin (Nps-Cur) par la technique d’émulsion
évaporation de solvant qui est une technique fortement reproductible permettant de contréler la
taille des nanoparticules. Ensuite, nous caractériserons la formulation obtenue par diffusion
dynamique de la lumiére et par microscopie électronique, ces techniques nous donnent des
informations sur la taille, la morphologie et I’index de polydispersité. Nous déterminerons
également le pourcentage d’encapsulation du curcumin dans ces nanoparticules par HPLC et

la cinétique in vitro de relargage par la méthode de la dialyse.

Objectif 2 : Evaluer in vitro, les effets toxiques ou protecteurs des nanoparticules, I’efficacité de
I’encapsulation du curcumin et leur distribution cellulaire.

Les études in vitro seront réalisées sur les cellules de neuroblastomes humains, les SK-N-
SH. L’internalisation du curcumin sera déterminée par microscopie a fluorescence et confocale.
A TP’aide des tests de survie cellulaire et de mort cellulaire, nous déterminerons la toxicité
cellulaire et I’effet protecteur des Nps-Cur synthétisées sur la mort neuronale causée par un stress
oxydatif induit par le HyO,. De plus, nous déterminerons 1’effet des Nps-Cur sur 1’augmentation
des espéces réactives de 1’oxygene ainsi que la consommation du glutathion induite par le H,Ox.
Finalement, nous démontrerons par la méthode d’imnunobuvardage de type Western ’effet des

Nps-Cur sur I’induction du facteur de transcription nucléaire, Nrf2 en présence de H,0,.
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Objectif 3 : Etude de I’influence du rapport acide lactique/ acide glycolique sur le pourcentage

d’encapsulation, le relargage et 1’absorption cellulaire du curcumin.

En nous basant sur les résultats obtenus pour les objectifs 1 et 2, nous améliorerons
certains parameétres de ces nanoparticules tels que le pourcentage d’encapsulation, le profil de
relargage in vitro et 1’absorption cellulaire du curcumin. Pour cela, nous allons étudier
I’influence de la composition du polymére en changeant le ratio d’acide lactique et d’acide
glycolique, en utilisant du PLGA 50:50 au lieu du PLGA 65:35. Ces nanoparticules
nouvellement synthétisées vont étre également caractérisées et évaluées in vitro. Ensuite, nous
déterminerons plus particuliérement leur capacité antioxydante via les tests de ’ORAC et du
DPPH. Enfin, leur activité biologique sera évaluée par immunobuvardage de type western sur

différentes voies impliquées dans la maladie d’ Alzheimer (Nrf2, Akt, NF-kB et GSK3).

En conclusion, notre travail représente une €tape préliminaire dans 1’élaboration de
nanoparticules ayant pour objectif le maintien de I’activité du curcumin et cette étude permet

également de comparer 1’efficacité du curcumin encapsulé par rapport a celle du curcumin libre.
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2 PUBLICATIONS

2.1 ARTICLE 1 : L’effet neuroprotecteur du curcumin encapsulé dans des
nanoparticules de PLGA et son absorption par les cellules humaines les
SK-N-SH.

2.1.1 Résumé de Particle 1

Le curcumin est un polyphénol provenant de la racine du Curcuma Longa. Ce composé
est particuliérement intéressant, car il posseéde une activité pléiotropique. En ce sens, le curcumin
est un puissant antioxydant, anti-inflammatoire et anti-amyloide. Cependant, des études in vitro
et in vivo ont démontré des limites de son action thérapeutique lors de son administration par
voie orale, causées principalement par sa faible solubilité en milieu aqueux. Ainsi, le but de cette
étude est d’augmenter la solubilité apparente du curcumin afin d’améliorer son efficacité
neuroprotectrice et son absorption par les cellules neuronales. Pour cela nous nous sommes basés
sur I’utilisation de nanoparticules polymériques et biodégradables afin de transporter des agents
thérapeutiques aux cellules neuronales, qui seront administrées par voie orale. Parmi les
polyméres biocompatibles et biodégradables, le poly lactide-co-glycolide (PLGA) semble étre le
meilleur candidat. Il est peu toxique et certaines de ses propriétés peuvent étre ajustables, telles
que la taille, le relargage du composé encapsulé et le pourcentage d’encapsulation. Ainsi, nous
avons encapsulé le curcumin dans des nanoparticules composées d’une matrice polymeérique
formée de PLGA (Nps-Cur) par I'utilisation de la méthode d’émulsion-€évaporation de solvant.
Ces nanoparticules ont été ensuite caractérisées par 1’étude de leur forme et leur taille par
diffusion dynamique de la 1 miére (DSL) et par microscopie électronique a transmission (MET).
La taille des nanoparticules obtenue (80 — 120 nm) et la mesure de I’index de polydispersité (<
0,25) suggérent que la formulation synthétisée est homogene. Le pourcentage d’efficacité de
I’encapsulation du curcumin dans ces nanoparticules déterminé par HPLC est de I’ordre de 31%.
De plus, la spectroscopie a fluorescence a permis de confirmer que le curcumin est bien
encapsulé dans les Nps-Cur. Le pourcentage de libération du curcumin par les Nps-Cur a été
déterminé par dialyse et les mesures de la concentration de curcumin libérée dans le milieu de

relargage ont été évaluées par HPLC. 1l est intéressant de noter que le relargage du curcumin suit
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un profil biphasique avec une phase de relargage exponentielle qui correspond a la libération du
curcumin qui se trouve adsorbé ou proche de la surface externe des nanoparticules et une phase
de relargage plus lente qui correspond a la libération du curcumin au centre de la particule.
L’étude de la stabilité des Nps-Cur, déterminée par la mesure de la quantité de curcumin

encapsulé, la forme et la taille des Nps-Cur, indique qu’elles sont stables durant au moins 6 mois.

Les études in vitro ont été réalisées sur des cellules de neuroblastomes humains les, SK-
N-SH. L’internalisation du curcumin par ces cellules a été observée par microscopie a
fluorescence et microscopie confocale via 1’émission de 1’auto-fluorescence du curcumin. La
fluorescence associée au curcumin est largement détectée dans le cytoplasme et dans le noyau
des cellules SK-N-SH. Les tests de survie cellulaire (résazurin) et de mortalité cellulaire
(libération de la lactate déshydrogénase) ont permis de démontrer que les Nps-Cur sont non-
toxiques et qu’elles protégent plus efficacement les cellules de la mort cellulaire induite par le
H,;0, par rapport au curcumin seul a concentration égale. De plus, les Nps-Cur inhibent
I’augmentation des espéces réactives de 1’oxygéne ainsi que la consommation du glutathion
induite par le H,O,. Finalement, la méthode d’imnunobuvardage de type Western a permis de
mettre en évidence que les Nps-Cur sont également capables d’empécher 1’induction du facteur

de transcription nucléaire antioxydant, Nrf2 en présence de H,0,.

2.1.2 Contribution de I’étudiante

Cet article a été publié dans Journal of Alzheimer disease (impact facteur 4.174). Sur cet
article, je suis en co-auteure avec Jasjeet Kaur Sahni (étudiante post-doc). Elle a mis au point la
méthode de préparation et la caractérisation des nanoparticules. Cependant, j’ai préparé tous les
échantillons et réalisé certains des répliquats. J’ai réalisé toutes les expériences de culture
cellulaires et les immunobuvardages de type western. Jasjeet Kaur Sahni a rédigé la partie
caractérisation et j’ai rédigé la partie biologie cellulaire de I’article. L’anglais et le style ont été
corrigés par Madeleine Arseneault (assistante de recherche). La supervision de ’écriture et la
soumission de I’article ont été réalisées par mon directeur de thése le Pr. Charles Ramassamy.

J’ai rédigé les réponses aux correcteurs sous supervision de mon Pr. Charles Ramassamy.
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ABSTRACT

Curcumin, a natural polyphenolic pigment present in the spice turmeric (Curcuma longa), is
known to possess a pleiotropic activity such as antioxidant, anti-inflammatory and anti-amyloid-
3 activities. However, these benefits of curcumin are limited by its poor aqueous solubility and
oral bioavailability. In the present study, a polymer-based nanoparticles approach has been
utilized to deliver drugs to neuronal cells. Curcumin was encapsulated in biodegradable poly
(lactide-co-glycolide) (PLGA) based-nanoparticulate formulation (Nps-Cur). Dynamic laser light
scattering (DLS) and transmission electronic microscopy (TEM) analysis indicated a particle
diameter ranging from 80 to 120 nm. The drug entrapment percentage was around 31% with
15% drug-loading. In vitro release kinetics of curcumin from Nps-Cur revealed a biphasic
pattern with an initial exponential phase followed by a slow release phase. Cellular
internalization of Nps-Cur was confirmed by fluorescence and confocal microscopy with a wide
distribution of the fluorescence in the cytoplasm and within the nucleus. The prepared
nanoformulation was characterized for cellular toxicity and biological activity. Cytotoxicity
assays showed that void PLGA-nanoparticles (Nps) and curcumin-loaded PLGA nanoparticles
(Nps-Cur) were nontoxic to human neuroblastoma SK-N-SH cells. Moreover, Nps-Cur was able
to protect SK-N-SH cells against H202, prevent the elevation of reactive oxygen species and the
consumption of glutathione induced by H20:. Interestingly, Nps-Cur was also able to prevent the
induction of the redox-sensitive transcription factor Nrf2 in the presence of H20:. Taken
together, these results suggest that Nps-Cur could be a promising drug delivery strategy to

protect neurons against oxidative damage as observed in Alzheimer’s disease.
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INTRODUCTION

Alzheimer’s disease (AD) represents the most common form of dementia and neurodegenerative
disorders, and the most prevalent ailments of the current century. AD affects more than 24.3
million people worldwide and become one of the most severe progressive socio-economical and
medical burden facing countries all over the world [1]. During the past two decades, considerable
effort was aimed to a better understanding of the cause of this neurodegenerative disorder with
the ultimate hope of developing safe and effective pharmacological treatments. Among them,
choline esterase inhibitors were introduced with great expectations but only 25-50% of patients
respond to this pharmacotherapy [2]. Furthermore, peripheral adverse effects were the most
common causes for the discontinuation of this pharmacotherapy. Finally, irrespective of the form
of therapy, the current therapies do not target the underlying pathogenesis of AD and thus
provide only temporary symptomatic relief. Therefore, the treatment of AD still remains a high
challenge and the development of new strategies is an active area of research. Among the
different traditional medicines known, curcumin is one of the most extensively investigated
candidates. Curcumin is a hydrophobic polyphenol derived from the rhizome (turmeric) of the
herb Curcuma longa and has been identified as the active principle of turmeric. Curcumin is a
biphenolic compound with hydroxyl groups at the ortho-position on the two aromatic rings that
are connected by a B-diketone bridge, containing two double bonds (dienone), which can
undergo Michael addition, critical for some of the effects of curcumin [3], but contributing to
chemical instability in aqueous solution [4]. Curcumin is also found to be photosensitive and
requires careful handling. Although the application of turmeric in the treatment of a number of
diseases is well documented in the books of Ayurveda, extensive research in the last decade have
identified numerous cellular and molecular targets of curcumin. On several paradigms, curcumin
has been shown to exhibit antioxidant, anti-inflammatory, metals chelator, anti-amyloid, anti-tau
and neuroprotective activities (see review by [5]). For instance, several in vitro studies have
demonstrated that curcumin inhibits amyloid-8 (AB) oligomers formation and cell toxicity at
micromolar concentrations while in transgenic mouse models of AD, the administration of
curcumin can reduce A3 plaques and AB oligomers, suppressed inflammation, oxidative damage
and improved cognitive deficits [6-11]. Curcumin is also a good inhibitor of the expression of

inflammatory cytokines, cyclo-oxygenase-2, lipoxygenase, glycogen synthase-38 [12] and iNOS,
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likely by the inhibition of JNK/AP-1 and NF«-B mediated gene transcription [13,14]. Curcumin
can also reduce neuro-inflammation caused by activated microglia induced by A} deposition,
which is involved in the physiopathology of AD [15]. Therefore, curcumin represents a
promising compound for the treatment of AD. It has been hypothesized that its extensive use
might account for the significantly lower prevalence of AD in the Asian-Indian population [16].
In spite of its efficacy and safety, curcumin has not yet been approved as a therapeutic agent due
to its poor oral absorption in both humans and animals likely due to the hydrophobic nature of
the molecule. Its low bioavailability has raised several concerns and may limit its clinical
applications [17]. For instance, when curcumin was given orally at a dose of 2 g/kg to rats,
maximum serum concentration was only 0.23 pg/mL after 1 h and levels of curcumin declined
rapidly and were unquantifiable within 3 to 6 h after intake [18]. In healthy volunteers exposed
to oral curcumin at supra-therapeutic doses (10-12 g/day), plasma levels reached only 160 nM

[19]. The percentage of curcumin absorbed remained constant regardless of the dose indicating

that administration of more curcumin did not result in higher absorption [20]. The low
bioavailability of curcumin in healthy volunteers may explain the lack of efficacy on several
clinical trials conducted with curcumin in AD or in mild cognitive impairment patients [21,22].
Hence, enhancement of curcumin solubility and/or stability following oral treatment represents a
pharmacological challenge for its therapeutic applications. Several delivery strategies ways to
overcome the poor bioavailability of curcumin have been studied, including adjuvants,
liposomes, micelles, phospholipid complexes and nanoparticules are currently being investigated
to enhance the bioavailability and biological activity of curcumin.

In the last decade, nanotechnologies have been used to enhance the solubility and the stability of
curcumin with promising results [23,24]. Recently, several studies have demonstrated that the
oral bioavailability of curcumin entrapped-nanoparticles is higher than free curcumin or
curcumin administered with piperine as absorption enhancer (see recent reviews [5,24,25]).
Several studies have developed nanoparticles for which the oral bioavailability was increased by
2 to 22-fold with a longer half-life [17,25-27]. Theracurmin, a new form of nanoparticles based-
drug delivery system of curcumin with the mean size of 190 nm, have been shown to improve
water solubility of curcumin and a 30-fold higher bioavailability than native curcumin after its
oral administration [28]. In healthy human volunteers, a plasma curcumin level of 189+48 ng/ml

was observed after an administration of a dose of 150 mg of Theracurmin, which correspond to
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the intake of 8 g of conventional curcumin [29]. Therefore, current trends in curcumin research
consist on the development of delivery systems based on biodegradable polymers to increase its
solubility, stability and bioavailability for delivery of curcumin at or around targeted cells or
tissues [30]. Among biodegradable polymers recently investigated poly (lactide-co-glycolide)
(PLGA) has been utilized as sustained-release drug delivery. The advantages of PLGA
biodegradable polymer-based drug delivery system include biocompatibility, controllable
biodegradability, absorbility, low toxicity of the degradation end products, sustained release
potential, ease of administration, patient compliance, optimized efficacy, localized drug delivery,
and high local drug concentrations. In particular, PLGA copolymers have gained strong success,
because their release properties can be easily tailored by varying composition (lactide/glycolide
ratio), molecular weight and is fully biodegradable [24]. The effects of PLGA-nanoparticles
formulation with curcumin on neuronal cells remain poorly investigated.

In this study, we have developed curcumin-loaded PLGA nanoparticules (Nps-Cur),
characterized the morphology, the particles size, evaluated the neuronal uptake and analyzed the
neuroprotective effects of Nps-Cur in protecting neuronal cells from reactive oxygen species

(ROS) and also determined the in vitro pharmacokinetics.
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MATERIALS AND METHODS

Materials

Curcumin, Poly (lactide-co-glycolide) 65:35 (Mw 40 000 -75 000 Da) and dimethylammonium
bromide (DMAB), dialysis bag (Mw cutoff 12-kDa), hydrogen peroxide (H202), cell survival
assays Tox-8 (Resazurin based), monochlorobimane (MCB), glutathione-S-transferase, minimal
essential medium Eagle (MEM), fetal bovine serum (FBS), penicllin, streptomycin, sodium
pyruvate and anti-rabbit antibody were obtained from Sigma-Aldrich (Oakville, ON, Canada).
Cytotoxicity Detection Kit-LDH (lactate dehydrogenase) was from Roche Diagnostics (Laval,
Quebec, Canada). Ethyl acetate was purchased from Fisher (Ottawa, ON, Canada). 2°,7’-
dichlorofluorescein-diacetate (DCF-DA) was from Invitrogen (Burlington, ON, Canada).
Nuclear proteins extraction kit was from Active Motif (California, USA). BCA protein
estimation kit was from Pierce Biotechnology (Rockford, USA). Anti-Nrf2 and anti-CREB were
from Abcam (Cambrige, MA, USA). All chemicals used were of analytical grade. MilliQ water

was used for all the experiments.

Methods Preparation of Nps and Nps-Cur

Among the various techniques available for the formulation of Nps, the choice of the method
depends mainly on the solubility of the therapeutic moiety. Due to the hydrophobic properties of
curcumin, Nps and Nps-Curs were prepared by emulsion—diffusion—evaporation method, as
previously reported [31, 32] with slight modifications. Briefly, curcumin and polymer were
dissolved in 9 ml of ethyl acetate under stirring for 1 h at 500 rpm. Then this organic phase was
added in a drop wise manner to aqueous phase containing DMAB stabilizer (1% w/v) to form
emulsion. This emulsion was stirred for 1 h followed by homogenization (Polytron PT4000;
Polytron Kinematica, Switzerlandchange) at 15000 rpm for 5 min to reduce droplet size. The
emulsion was then diluted with water to a large volume for solvent diffusion. The resulting
formulation was then rotary evaporated for 3 h to remove the organic phase under reduced
pressure. Nps-Cur was carried out at 15% polymer weight. For the formulation of Nps, the same

procedure was followed without curcumin.
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Physicochemical Characterization of nanoformulations Dynamic light scattering (DLS)

measurements

DLS measurements for determining the average size and size distribution of the Nps and Nps-
Cur were performed using a using NanoS90 (Malvern instruments). A dilute suspension of the
prepared Nps or Nps-Cur was put in glass cuvette and analysed. All the data analysis was
performed in automatic mode. Measured size was presented as the average value of 5
measurements. The polydispersity index (PDI), having a value between 0 and 1 (0 being for

monodispersed particles) was also obtained.

Transmission electron microscopy (TEM)

The morphology and the size of Nps and Nps-Cur were observed using a transmission electron
microscopy (TEM, Hitachi H-7100) at 40 000X magnification. Briefly, a copper grid was placed
on a drop (100 pL) of Nps or Nps-Cur for 5 min and air-dried. The grid was then immerged in
water for 1 min, air-dried and stained by adding one drop of 3% (w/v) phosphotungstic (PTA).
After 1 min, the excess of the staining solution was removed with filter paper and the grid was

air-dried once again before loading in the microscope and photographed.

Analysis of photophysical properties of curcumin encapsulated in nanoparticulate curcumin and

native curcumin

Encapsulation and binding of curcumin in hydrophobic core of Nps-Cur formulation was further
examined by spectroscopic analysis [33]. We have measured the fluorescence spectra of both
native curcumin (dissolved in methanol) and Nps-Cur (in aqueous solution) for the spectroscopic
experiments. Aqueous Nps-Cur solution was vortexed followed by sonication for 1 min to get
well dispersed solution. Fluorescence emission spectra of curcumin was recorded from 450 to

750 nm with an excitation wavelength fixed at 420 nm.
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Drug entrapment of Nps-Cur

The percentage of drug incorporated during Nps-Cur preparation was determined by centrifuging
the Nps-Cur at 20,000 rpm for 30 min and separating the supernatant. The pellet obtained was
washed twice with water and dissolved in acetonitrile followed by the estimation of the drug by
HPLC (Agilent Technologies 1200 series) equipped with an UV detector using an analytical
column Eclipse XDB-C18 (4,6 mm ID x 250 mm, 5 pm). Curcumin was eluted isocratically at a
flow rate of 1 mL/min using mobile phase constituted by 40% phosphoric acid and 60%
acetonitrile and detected at 420 nm At this wavelength there was no interference in the

absorbance reading from the PLGA. The drug entrapment was calculated using the formula:
Drug entrapment (%) = Mass of drug in nanoparticles x 100 /Mass of drug used in formulation

Mean values were reported from 3 individual experiments.

Analysis of photophysical properties of Nps-Cur and native curcumin

Encapsulation and binding of curcumin in Nps-Cur and native curcumin was further examined
by spectroscopic analysis as previously reported [34]. The fluorescence spectra of both native
curcumin (dissolved in methanol) and Nps-Cur were obtained. The Nps-Cur were vortexed
followed by sonication for 1 min (5510 Branson) to get well dispersed formulation for
spectroscopic studies. The fluorescence emission spectra were obtained from 450 nm to 750 nm

with an excitation wavelength of 420 nm (SpectraMax M5, Molecular Devices).

In vitro release studies

The in vitro release of curcumin from the Nps-Cur was evaluated by dialysis membrane method.
Briefly, 5 ml of the formulation was centrifuged at 20,000 rpm for 30 min at 4 °C. The
supernatant was discarded and the pellet was suspended with 5 ml of MilliQ water. The process
was repeated twice. Then the Nps-Cur solution was put in the pre-swelled dialysis bag. The
dialysis bag was suspended in 50 ml of the release medium (50% v/v of ethanol) at 37 °C in a
shaking water bath at 100 rpm. At regular intervals starting at 5 min, 5 ml of samples were
withdrawn and replaced with an equivalent amount of the fresh dissolution medium. The samples

were then analyzed by HPLC as described above [34]. Ethanol was used in the release media to
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provide sink conditions as curcumin is insoluble in water [35]. To analyze the release kinetics
and mechanism, data were fitted to the following mathematical models [23]: 1-Zero order
(MyMoa=kot), 2-First order (M/Ma=1-exp(-kit)) and Higuchi model (Mv/Mao=kuti2).Where MVM,_
is the fraction of drug release at time t and ko, ki and ku are zero order release constant, first order
release constant and Higuchi constant respectively. The values of ko, ki and ku were determined
by fitting the release data into respective equations. The best fitting model is the one with the
highest correlation coefficients. The concentration of curcumin released from the Nps-Cur was
expressed as a percentage of the total curcumin present in the Nps-Cur and was plotted as a

function of time.

Culture assay Cell line

SK-N-SH cells, a human neuroblastoma cell line from ATCC (Manassas, VA, USA), were
maintained in minimal essential medium eagle (MEM), supplemented with 10% (v/v) FBS, 100
U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin and sodium pyruvate (1 mM) in a humidified incubator
at 37 °C with 5% CO,. Cells were grown to 80% confluence and then seeded in a multiwell cell

culture plates for the experimental procedures.

In vitro cell viability assays in SK-N-SH cells

SK-N-SH cells were plated at a density of 2.0 x 10 cells/well in a 96-well plates and incubated
for 24 h at 37 °C. Cells were then starved and treated with 5, 10 and 15 pl of Nps and Nps-Cur
corresponding to 0,035; 0,07 and 0,1 puM of curcumin, respectively. For co-treatment
experiments, cells were treated with 500uM of H,0,. Cell death and survival were assessed 24 h
after the treatment using the Cytotoxicity Detection Kit-LDH and Tox-8 (Resazurin based) as per
the manufacturer’s instructions. Values obtained from controls, untreated cells, were considered

as 100%.
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Intracellular reactive oxygen species (ROS)

Intracellular ROS accumulation was measured by following the oxidation of 2°,7’-
dichlorofluorescein-diacetate (DCF-DA), a non-fluorescent, cell permeable dye which upon
hydrolysis by intracellular esterase reacts with ROS to produce a highly fluorescent compound,
2’,7°- dichlorofluorescein (DCF), which is trapped inside the cells. Briefly, SK-N-SH cells (2 x
10%/ well) were plated into 96 well plates and allowed to attach for 24 h. After 24 h, cells were
starved and co-treated with 5 uM of free curcumin used as positive control, Nps (10 pL) or Nps-
Cur (10 pL) corresponding to 0,07 uM of curcumin and 1.0 mM of H,0, for 1h. DCF-DA was
added to a final concentration of 10 uM for 20 min. Cells were then washed with PBS and the
fluorescence was determined with the excitation/emission filters at 485/535 nm using a Synergy

HT multidetection microplate reader.

Curcumin uptake in SK-N-SH cells by fluorescence method

Curcumin is naturally fluorescent in the visible green spectrum. In order to study the qualitative
cellular uptake of the Nps-Cur, SK-N-SH cells were cultured on cover slips coated with poly-D-
lysine at a density of 1.5 x 10° cells/well in 24 well plates. Cells were incubated for 24 h at 37 °C
and then treated with 5 uM of free curcumin (used as positive control) and Nps (10 pL) or Nps-
Cur (10 pL) corresponding to 0,07 uM of curcumin for 1 h. After incubation, cells were rinsed
three times with 1 ml of PBS containing Ca** and Mg”* to remove excess of Nps, Nps-Cur and
free curcumin. Cells were then fixed with 2% paraformaldehyde (PFA) and the nuclei stained
with 1 pg/ml DAPI for 15 min. The glass slides were mounted with prolong gold antifade
reagent and observed under a fluorescence microscopy (Leica ECB, Germany). Images were
captured using a camera (SensiCam high performance) and Image-Pro plus version 5.0 software
(Media Cybernetics, USA) under a FITC filter. For the confocal fluorescence analysis, cells were
examined with an oil immersion Nikon Plan Apo 100 objective mounted onto a Nikon Eclipse
E800 microscope (Nikon, Melville, NY, USA) equipped with a Bio-Rad Radiance 2000 confocal
imaging system (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA).
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Protein extraction

SK-N-SH cells were treated with 1 mM of H,O, and 0,07 uM of free curcumin, Nps or Nps-Cur
at volume corresponding to 0,07 uM of free curcumin for 30 min. SK-N-SH cells total proteins
were extracted with a lysis buffer containing a cocktail of protease inhibitors and nuclear
proteins were extracted using a kit from Active Motif. Total and nuclear proteins were quantified

using the BCA test.

Determination of glutathione (GSH) level

Total proteins (50 pg) were transferred to 96-well plate, then 100 pL of MCB at 200 pM was
added in each well and the reaction was started with 50 uL. of GST at a final concentration of 1
U/mL. After 30 min of incubation at 37 °C, the fluorescence was recorded with Aex at 360 nm

and Aem at 460 nm using a Synergy HT multi-detection microplate reader.

Western blot analysis

Nuclear proteins (40 pg) were separated on 10% SDS-PAGE gels and transferred into PVDF
membranes. Membranes were blocked for 1 h in TBS with 5 % skim milk and incubated with
primary antibodies anti-Nrf2 (1/1000) or anti-CREB (1/1000) followed by the secondary
antibody HRP-conjugated anti-rabbit (1/5000). CREB was used as protein loading control.
Detection was realized with Immobilion Western Chemiluminescent HRP Substrate and the
bands were visualized and quantified by densitometric analysis using luminescent imaging

system FluorChem.

Statistical analysis

All data were expressed as means = SD from at least three independent experiments performed at
least in triplicate. Statistical analysis was performed by a Dunnett’s test. For Western-blot
analysis, one-way ANOVA followed by Tukey test was used. The level of significance was

considered when p-values were < 0.05.
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RESULTS

Physicochemical properties and morphology of Nps and Nps-Cur

In order to ascertain compatibility between the drug and the polymer used, solutions of drug
alone in acetonitrile (5 pg/ml) (Fig. 1B), PLGA (10 pg/ml) in acetonitrile (Fig. 1A) and a
mixture of PLGA solution (95% v/v) and curcumin (5% v/v) in acetonitrile (Fig. 1C) were made
and scanned from 200 nm to 800 nm. The UV spectra given in figure 1 indicated that the pattern
of the mixture of PLGA and curcumin was similar to the pattern obtained with native curcumin.

These results suggest that PLGA do not modified the absorbance spectrum of curcumin.

To confirm the solubility of our formulation, Nps-Cur dissolved in aqueous solution gave a clear,
well-dispersed formulation with curcumin natural color (Fig. 2B) confirming the solubility of our
formulation. In contrast native curcumin is poorly soluble in aqueous solution as undissolved
curcumin is visible on the water’s surface (Fig. 2A). PLGA is not soluble in water due to its

hydrophobic character (Fig. 2C) while Nps are completely dispersed in water (Fig. 2D).

DLS was used to evaluate the size and size distribution of the Nps and Nps-Cur. The figure 3 (A
and B), shows a narrow size distribution of the Nps and Nps-Cur ranging from 80 to 120 nm,
with the mean particles at 100 nm. The polydispersity index (PDI) obtained from DLS was
within the permissible range and remained below 0.25 thus indicating a homogeneous
formulation. The size of prepared Nps and Nps-Cur was also estimated by TEM and is indicated
on the figure 3 (C and D). Nps and Nps-Cur revealed their regular spherical shape. It is
interesting to note that the morphology and the size of Nps-Cur are similar to Nps. The small
particle size of the Nps and Nps-Cur prepared can be attributed to the presence of DMAB, which
is reported to produce comparatively smaller particle size as compared to other stabilizers like

PVA. The drug entrapment percentage was calculated to be 31 %.

To confirm the encapsulation as well as binding of curcumin in the hydrophobic core of Nps-Cur
formulation, the photophysical property of curcumin was taken into consideration. The
fluorescence spectra analysis of curcumin (from 450 to 700 nm) with excitation wavelength 420
nm was carried out and showed that native curcumin in methanolic solution exhibited a sharp

fluorescence peak at 522 nm (Fig.4A), but the fluorescence spectrum of Nps-Cur was shifted
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towards blue spectrum and showed a well defined peak at 491 nm (Fig.4B). This blue shift could
be due to the binding of curcumin with in hydrophobic domain of PLGA present in Nps-Cur

formulation [34].

Stability studies

The stability of Nps-Cur is important because it determines the expiration date of a particular
formulation. The optimized Nps-Cur were evaluated for physical and chemical stability
according to International Conference on Harmonisation (ICH) guidelines after storage for 6
months. Nps-Cur were stored at 4 °C away from light and evaluated for particle size,
morphology and drug content. There were negligible alterations in the values of optimized Nps-
Cur after storage for 6 months under the given conditions. The total drug content in Nps-Cur was
56.5 pg/ml and 58.3 pg/ml, after a week and 6 months of storage, respectively. Results from
TEM showed no differences in the size and morphology of the 1 week and 6 months old Nps-
Cur. These results indicate that the developed Nps-Cur are physically and chemically stable and

retain their pharmaceutical properties over a period of at least 6 months.

In vitro release studies of Nps-Cur

The method of dynamic dialysis was carried out to study the release property of curcumin from
Nps-Cur. Due to low solubility of curcumin in water, 50% v/v of ethanol was used in which the
solubility of curcumin was 0,693+ 0,13 mg/mL [36]. Figure 5 represents the release profile of
curcumin from Nps-Cur. Curcumin released from the nanoformulation appeared to have two
components. The first phase is an initial exponential phase releasing 74% of the drug in 6 h
followed by a slow release phase releasing up to 81% of the drug in the next 16 h. The calculated
values of release constants are determined by fitting the release data into respective equations
along with regression coefficients (R;) given in Table 1. To find out the mechanism of curcumin
release from the Nps-Cur, we analyzed regression coefficients obtained by fitting the data into
different release models. It was concluded that Higuchi model best fitted the release kinetics data
of curcumin with a R; value of 0.9484 and therefore the release of the drug from the formulation

was mainly diffusion mediated.
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Nps-Cur uptake by SK-N-SH cells

Development of Nps-Cur as an efficient delivery system would depend on their efficient
internalization into, and sustained retention inside cells. Curcumin is a polypenolic compound
with a photochemical property. We took the advantage of this property to investigate the ability
of Nps-Cur to be taken up by SK-N-SH cells. For this, cells were incubated at 37 °C with 10 pul
of Nps-Cur (corresponding to the 0.07 uM of curcumin), for 1 h and the cellular uptake was
determined by fluorescence microscopy. Results showed that Nps-Cur was taken up 1 h after
exposure (Fig. 6D). The internalized Nps-Cur were seen throughout the cytoplasm surrounding
the nucleus and in dendrites. Interestingly, by confocal microscopy, the fluorescence was also
observed in the nucleus (Fig. 6E). Cells incubated without treatment (negative control) and with
Nps do not display fluorescence while in the presence of free curcumin at 5 uM, used as positive
control, cells display a green fluorescence due to the rapid internalization and accumulation of
curcumin by cells (Fig. 6A, B and C). These results demonstrated that Nps-Cur are effectively

taken up by neuronal cells.

Nps-Cur protect SK-N-SH cells

A very important aspect of the investigation of new polymeric nanoparticules formulation
delivery systems and particularly for brain delivery is the analysis of their toxicity upon target
cells. We have then evaluated the toxicity of Nps and Nps-Cur on SK-N-SH cells. Different
doses of Nps and Nps-Cur were added to cell culture medium then cell death and survival were
analyzed by Resazurin and LDH assays. Data on Resazurin assay showed that the number of cell
survival was significantly reduced in the presence of Nps and Nps-Cur (Fig.7B). However, this
assay reflects metabolic activity and we cannot exclude the possibility of an effect of Nps and
Nps-Cur on the cell metabolic activity. The potential toxicity of Nps and Nps-Cur was then
completed on LDH assay and data indicated that both Nps and Nps-Cur are non toxic (Fig.7A).
Next, we have investigated the neuroprotective potential of Nps-Cur by challenging SK-N-SH
cells with 500 uM of H,0; for 24 h. Results on the figure 7 (C and D) showed that 10 pl of Nps
and Nps-Cur formulations protect cells against H,O, with higher protection observed in the
presence of Nps-Cur while native curcumin at 0.07 pM, corresponding to the concentration

obtained in 10 pl of the Nps-Cur preparation, was not able to protect cells against H;O,. These
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colorimetric assays were confirmed by microscopic examination of cell morphology. As shown
on the figure 8, H20>-treated cells became round up (Fig. 8B), detached from the bottom, and
aggregated compared to control (Fig. 8A), Nps (Fig. 8C), or Nps-Cur (Fig. 8D), treated cells.

These results confirm that Nps as well as Nps-Cur are nontoxic to neuronal SK-N-SH cell line.

Nps-Cur decreased ROS levels in SK-N-SH cells

The antioxidant activity of curcumin has been demonstrated on different paradigm. To determine
the antioxidant effect of Nps-Cur, SK-N-SH cells were treated with 10 pl of Nps and Nps-Cur.
At the end of 1 h of treatment, the intensity of the fluorescence of DCF was significantly lower
in the presence of Nps and Nps-Cur (Fig. 9A). Interestingly, when cells were challenged with
H,0,, the effect of Nps-Cur was higher than Nps and is similar to the effect of curcumin at 5 uM,
used as positive control (Fig. 9B). These results indicate that Nps-Cur formulation retains the

ability to degrade ROS.

Effect of Nps-Cur on glutathione levels in SK-N-SH cells

Glutathione (GSH) is the major endogenous antioxidant produced by the cells, participating
directly in the neutralization of free radicals and ROS. Our results showed that 30 min incubation
with H,O; at 1 mM induced a rapid and significant reduction of GSH in SK-N-SH cells.
Interestingly, in the presence of Nps-Cur, the decrease of GSH induced by H,O; was prevented
(Fig.10). The effect of Nps-Cur is similar to curcumin at 0.07 uM. However, this result is of
great interest because, as described above, the stability of curcumin in Nps-Cur is longer (at least

6 months) as compared to free curcumin.

Nps-Cur suppressed the activation of Nrf2

Nrf2 plays an important role in the control of the cellular redox potential by binding to
antioxidant response elements and phase 2 enzymes. Based on the effect of Nps-Cur on ROS and
GSH levels, we have then investigated the effect of Nps-Cur on the activity of Nrf2. For this,
SK-N-SH cells were challenged with H,O; at 1 mM for 30 min and the level of Nrf2 in the

nucleus fraction was measured by Western blot. The activity of Nrf2 induced by H,0, was
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prevented in the presence of Cur, NPs and Nps-Cur with higher efficacy in the presence of NPs-
Cur (Fig.11). Nps-Cur was as potent as curcumin at 0.07 pM, the equivalent concentration of

curcumin in Nps-Cur. In these conditions, Nps did not have any effect on the activity of Nrf2.
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DISCUSSION

Curcumin has been shown to display complex and multifaceted activities as an antioxidant, anti-
inflammatory and anti-amyloid agent. Therefore, its represents one of the most promising
compounds for the treatment of AD. Despite its in vitro and in vivo efficacy and safety, the
clinical and therapeutics applications of curcumin have been limited by its insolubility in water
and poor bioavailability. Using nanotechnology, some studies have demonstrated higher efficacy
and bioavailability of curcumin on different paradigms. The choice of carrier material in the oral
delivery system is of high importance because it significantly affects the pharmacokinetics and
pharmacodynamics of the drugs. The biocompatibility of the polymer used is another important
parameter and encapsulating hydrophobic drugs in the polymer PLGA represents a promising
strategy for sustained and controlled drug-delivery. Indeed, PLGA polymers are characterized by
their biocompatibility and biodegradability, it is first degraded into its monomers, lactic and
glycolic acid, which then enter the tricarboxylic acid cycle (Krebs' cycle), are metabolized and
subsequently, eliminated from the body as carbon dioxide (CO2) and water (H20) [37,38]. PLGA
is used as an emulsifier and flavoring agent in the food industry and a pharmaceutical excipient.
Finally, they have been approved by the U.S. Food and Drug Administration for pharmaceutical
application. PLGA may enhance the oral absorption and bioavailability of curcumin by by-
passing the P-glycoprotein-mediated efflux pump. It has been demonstrated that the mean
permeability of curcumin coperfused with PLGA (1:9) was 3 times that of free curcumin in the
jejunum [27]. The nanoparticles properties are typically strongly influenced by the preparation

procedure.

We have prepared Nps-Cur by emulsion-diffusion-evaporation method, characterized the
physico-chemical properties of nanoparticles, which represent important parameters to consider
as they influence the physical stability, release kinetic, cellular uptake and intracellular
trafficking. The successful binding of curcumin to the hydrophobic domain of PLGA-
nanoparticles was confirmed by the blue shift fluorescence spectrum of Nps-Cur [34]. The size
of the prepared nanoparticles is also an important characteristic [39] because of potential side
effects. Indeed, nanoparticles with the size greater than 100 nm are easily captured by Kiipffer
cells or other phagocytic cells which thus that restrict their biodistribution [40] or can lead to
pulmonary toxicity in addition to limit their access to the brain [41]. Morever, nanoparticules

uptake depend on the surface chemistry, thus to increase the uptake some nanoparticles were
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coated with PEG [33]. Our Nps and Nps-Cur displayed a narrow size distribution ranging from
80 to 120 nm, with the mean particles at 100 nm. Our nanoparticles size is in the range of the
size which have been reported to avoid opsonisation [42], resulting in prolonged duration of
action as well as enhancing the drug to specific sites [43]. The size of nanoparticles is influenced
by the stabilizers [25]. Our formulation used an aqueous phase containing DMAB as stabilizer.
Usually, poly(vinlalcohol) (PVA) is widely used as stabilizer for PLGA polymers. The use of
DMAB as stabilizer allows the formation of smaller sized particles compared to PVA [44,45]. In
addition to the particle size, the distribution of the particle size could impact on the regular
pharmacokinetic parameters. Indeed, a value of size distribution or PDI > 0.3 indicates that the
distribution of the particle size is large and heterogeneous. The PDI of our nanoformulation was
below 0.25 thus indicating a homogenous formulation. These results suggest that the quantity of
Nps-Cur taken up by each cell will be similar. Therefore, the concentration of curcumin released
from the nanoparticles in each cell will be the same. The drug encapsulation percentage of
compound on nanoparticles is an important property for drug delivery system. This parameter is
linked to PLGA concentration, molecular weight, the ratio lactic/glycolic acid and the nature of
the stabilizer used [46]. We have successfully encapsulated 31% of curcumin into PLGA-

nanoparticle.

One of the most important findings of our study is the huge elevation of the stability and the
solubility of the Nps-Cur. These results are consistent to other studies [27,34]. Indeed, it has
been reported that 90 % of free curcumin is degraded after 30 min in phosphate buffer (0,01 M,
pH 7,4) [47]. In vitro release study of Nps-Cur presents a biphasic release profile. The initial
exponential phase was probably due to the release of curcumin which was either close and/or
adsorbed on the surface of the Nps-Cur. The slow release phase was due to the diffusion of the
dissolved drug within the core of the PLGA of the Nps-Cur into the release medium followed by
the degradation of polymer matrix. The exponential release pattern of drugs from the PLGA-
nanoparticles has also been reported [48,49]. Similar trends of release were also described with
curcumin entrapped in glycerol monooleate or PLGA based nanoparticles [25,34]. The
prediction of the release profile is complex because it results from a combined effect of various
parameters: solid-state drug polymer solubility [50] and drug-polymer interactions [51], polymer
degradation rate [52], polymer molecular weight and PDI [53]. The release of drug from the
drug-loaded particles depends also on the drug-to-polymer ratio [42] as it has been observed that
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the release was faster from those nanoparticles with higher drug content [54]. A number of other
mechanisms such as desorption of the surface bound or adsorbed drug, diffusion of the drug from
the polymer matrix, surface and bulk degradation and combined degradation and diffusion
process have been reported to explain the release of the drug from the biodegradable particles
[55]. PLGA is reported to undergo bulk degradation with the release of the drug occurring
mainly both by diffusion and degradation of the matrix itself [56].

Neuronal cellular uptake of Nps-Cur is a crucial property to consider for their neuroprotective
activity. Our in vitro cellular uptake results demonstrated a better uptake of Nps-Cur in SK-N-
SH cells compare to free curcumin. These data are in agreement with a report by Anand et al.
[17] that showed higher cellular uptake of curcumin loaded nanoparticles in human chronic
myeloid leukemia KBM-5 than free curcumin. The uptake of PLGA-nanoparticles has been
demonstrated to be through an endocytic process and the uptake is time-and-concentration
dependent and could be saturable [57]. Time-dependent studies also showed that following their
uptake, nanoparticles were transported to endosomes (see review by [58]), then nanoparticles
escaped from lysosomes within 10 min of incubation and entered into the cytoplasm. The
therapeutic efficacy of the PLGA-nanoparticles could be due to their ability to protect
therapeutic agent from degradation due to lysosomal enzyme. In accordance with these results,
our results on neuronal cells demonstrated that after a 60 min of incubation, Nps-Cur were
widely distributed in the cytosol and in the nucleus. More studies are required to better
understand the factors that affect the cellular uptake of nanoparticles, and their intracellular

trafficking to further explore the drug delivery application of nanoparticles.

Another important factor to consider is the potential toxicity of these Nps-Cur, which will limit
the dose of the drug that could be delivered. On LDH assay, our results demonstrated that our
Nps or Nps-Cur formulation is not toxic to neuronal cells. However, data obtained from the
Resazurin assay suggest that nanoparticles could reduce SK-N-SH cells metabolic activity. It has
been noted that some types of nanoparticles could reduce cells activity by directly targeting
mitochondria activity and may generate injurious responses [59]. However, in the presence of
curcumin, we cannot exclude the possibility of a decrease of cell survival due to the inhibition of
the Akt pathway [60]. The divergent effect of Nps-Cur on cell survival in the absence or in the
presence of H20:2 could be due to the upregulation of different cellular protective enzymes (heme

oxygenase-1, thioredoxin) or pathways (Nrf2) induced by H20:.
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In AD, ROS play an important role in inflammatory, neuronal damage and cell death. Oxidative
stress is also suggested to play an important role early in the pathophysiology of AD, preceding
amyloid deposition and toxicity [61-63]. Therefore, an ideal strategy to effectively neutralize
ROS is to successfully deliver antioxidants to inter- and intracellular compartments in brain, as
well as to maintain the enzyme activity to neutralize the effect of free radicals that are formed
over time. PLGA-nanoparticles has been demonstrated to be an effective system to deliver at a
sustained rate the antioxidant curcumin in the brain with higher accumulation in hippocampus 1
hr after an i.v. administration of PLGA-nanoparticles [26]. The hippocampus is well-known to
play an important role in learning and memory and is degenerated in AD. Moreover, oxidative
stress and neuroinflammation are elevated in the hippocampus from AD and mild cognitive
impairment patients. However, the antioxidant activity of curcumin-loaded nanoparticles on
neuronal cells is poorly investigated. Our data demonstrated that 0.07 uM of curcumin entrapped
in Nps-Cur decreased ROS levels as efficiently as 5 pM of free curcumin. Our results strengthen
the protective effect of curcumin entrapped in NPs previously described on SK-N-SH cells with
different doses of NanoCurc™ (1 nM to 5 uM) [64]. Regarding the effects of Nps and Nps-Cur
on ROS levels, several nanoparticles have been shown to interfere with ROS [59]. For instance,
chitosan-nanoparticles have been shown to interfere with ROS levels [65,66] while fullerenes-
nanoparticles composed by carbon has been shown to have an antioxidant effect by scavenging
the free radicals [67]. Until now, there is no data available on the interaction between PLGA-
nanoparticles and free radicals because in numerous studies on PLGA-nanoparticles, data on the
void nanoparticles were missing [17, 68-71]. Interestingly, our data revealed that our NPs can
decrease ROS levels in SK-N-SH cells likely due to the recombination between peroxyl free
radicals PLGA chains [72]. However, more studies are required to better understand the

relationship between the surface area of nanoparticles and ROS levels.

The antioxidant activity displayed by the Nps-Cur in neuronal cells was also confirmed by the
prevention of the decrease of the GSH levels induced by H,0,. The antioxidant effect of Nps-Cur
was similar to free curcumin at 0.07 uM. However, as described above, the entrapped curcumin
is highly stable and considering the sustained release of curcumin by nanoparticles, the effect
obtained with Nps-Cur on GSH level should occur for a longer period. Finally, based on the
effect of Nps-Cur on ROS and GSH levels, we have then investigated the effect of Nps-Cur on

the activity of Nrf2. Our results also showed that Nps-Cur was as effective as free curcumin in
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the prevention of the induction of the activity of Nrf2 induced by H20:. These results are of great
interest because many studies clearly demonstrate that activation of Nrf2 target genes in
astrocytes and neurons is strongly protective against inflammation, oxidative damage, and cell

death.

CONCLUSION

The enhancement of the solubility of curcumin as well as its stability will bring it to the forefront
of therapeutic applications. SK-N-SH neuronal cells were used in this study to analyze the
uptake of Nps-Cur with the aim to target neuronal cells using a biodegradable and biocompatible
polymer. We have successfully formulated and characterized Nps and Nps-Cur. Our results show
that the Nps and Nps-Cur formulations had a size around 100 nm, the optimum size range for
cellular uptake [73]. The stability of Nps-Cur was observed until 6 months of storage and the
kinetic of the release of curcumin from the nano-formulation is biphasic. Nps-Cur are
significantly taken up by SK-N-SH cells with the fluorescence distributed in the cytoplasm and
the nucleus. Our Nps and Nps-Cur are not toxic to neuronal cells and can protect SK-N-SH cells
against H202~induced toxicity, prevent ROS elevation, GSH decrease and the activation of Nrf2.
Taken together, these data are of great interest because, in physiological conditions, the stability
of Nps-Cur is longer than native curcumin. Thus, PLGA-nanoparticles provided and efficient
delivery system for encapsulated curcumin. Overall, our results indicate that Nps-Cur have the
capacity to protect human neuronal cells against oxidative damage as observed in AD. This
formulation is likely to have a great potential for pharmacological application in

neurodegenerative disorders such as AD.
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Legends

Table 1: Release parameters for curcumin in nanoformulation obtained after fitting the in vitro

release data to different release models.

Fig. 1. Ultraviolet—Visible absorbance spectrum of PLGA and native curcumin in acetonitrile.
Scan of (A) PLGA (10 pg/ml), (B) native curcumin (5 g/ml) and (C) mixture of PLGA solution

(95% v/v) and curcumin (5% v/v).

Fig. 2. Solubility of curcumin and PLGA (native and in formulation) in water. Solution of free

curcumin (A), Nps-Cur (B), native PLGA (C) Nps (D).

Fig. 3. Size and morphological characterization of Nps and Nps-Cur using dynamic laser light
scattering (DLS) and transmission electron micrograph (TEM). DLS analysis of polymeric Nps
(A) and Nps-Cur (B) and TEM photographs of Nps (C) and Nps-Cur (D).

Fig. 4. Analysis of photophysical properties of native curcumin and Nps-Cur. (A) Fluorescence
spectrum of native curcumin in methanolic solution and (B) fluorescence spectrum of Nps-Cur in

aqueous solution.

Fig. 5. In vitro release kinetics studies /n vitro release kinetics of curcumin from Nps-Cur in 50%

v/v of ethanol at 37 °C. Values reported are mean + SD from 3 different experiments.

Fig. 6. Cellular uptake of native curcumin, Nps and Nps-Cur in SK-N-SH cells. Cell nuclei were
stained with DAPI (blue) and cellular uptake of curcumin or Nps-Cur (green fluorescence) was

monitored by fluorescence (A-D) and confocal (E) microscopy. SK-N-SH cells were treated for
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1 h at 37 °C with water (A), Nps (B), 5 uM of curcumin used as positive control (C) and Nps-
Cur (D,E).

Fig. 7. Effects of Nps and Nps-Cur on cell death and viability with or without H,O,. Effects of
different doses of Nps and Nps-Cur on SK-N-SH cells death analyzed by LDH assay (A, C), on
cells survival analyzed by Resazurin assay (B, D) 24 h after different treatments. 5 pL, 10 pL
and 15 pL of Nps-Cur correspond to 0,035 uM, 0,07 uM and 0,1 pM of curcumin, respectively.
Results are expressed as percentage of control (considered as 100%). Data are means + SD from
at least three separate experiments performed in sixtuplate for each group. *P < 0.05 and

**P<0.01 versus control (A,B) or H,O, group (C,D).

Fig. 8. Photomicrographs of SK-N-SH cells after 24 h of treatment with (A) H,O, (B) H,0;
(1mM), (C) Nps (10pl) and (D) Nps-Cur (10ul) at 400X magnification.

Fig. 9. Effects of Nps and Nps-Cur on ROS levels. Effect of Nps and Nps-Cur on the intensity of
the fluorescence of DCF analyzed 1 h after the treatment of SK-N-SH cells in the absence (A) or
in the presence of 1.0 mM of H;O, (B). Results are expressed as percentage of control
(considered as 100%). Data are means + SD from at least three separate experiments performed

in sixplicate with *P < 0.05 and **P < 0.01 versus control (A) or H,0, group (B).

Fig. 10. Effects of curcumin, Nps and Nps-Cur on the level of GSH. SK-N-SH cells were co-
treated with curcumin, Nps or Nps-Cur and 1 mM of H,;O; for 30 min. GSH levels were
determined on proteins from lysed cells. Results are expressed as percentage of control
(considered as 100%). Data are means + SD of at least three separate experiments performed in

triplicate for each group. *P < 0.05 and **P < 0.01 versus H,0; group.

Fig. 11. Effects of Nps and Nps-Cur on the nuclear expression of Nrf2. SK-N-SH cells were co-
treated with curcumin (0.07 M), Nps or Nps-Cur (10ul) in the presence of 1 mM of H,O; for 30

min then Nfi2 expression was determined by Western blot on the nuclear fraction. CREB was
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used as a marker for equal protein loading in each well. Bar graph represents the means £ SD
from three separate experiments with ***P < 0.001 versus control group; # P < 0,001 versus

Nps-Cur group.

Table 1

Mathematic models for drug release kinetics
Parameters

Zero order First order Higuchi model
K 13.108 0.2409 35414
R? 0.8954 0.643 0.9484
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Figure 2

Size Distribution by Volume
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2.1.4 Conclusion de I’article 1

Dans cette étude, nous avons préparé des nanoparticules vides (Nps) ou encapsulant du
curcumin (Nps-Cur). Etant donné que le choix de la méthode de préparation des nanoparticules
va influencer les propriétés physicochimiques des particules (e.g. la taille, la stabilité, la
cinétique de relargage et I’internalisation cellulaire) nous avons utilisé la méthode d’émulsion-
évaporation de solvant. En effet, cette méthode permet de faire varier facilement la taille de

nanoparticules en fonction de la vitesse d’homogénéisation utilisée.

Nous avons dans un premier temps caractérisé les nanoparticules, afin de vérifier que la
formulation a été correctement réalisée [548]. A I’aide du spectre de fluorescence du curcumin,
nous avons vérifié que le curcumin est bien encapsulé dans les nanoparticules et qu’il interagit
avec le polymeére via son domaine hydrophobe [548]. Cependant, les mécanismes d’interaction
entre le curcumin et le polymére ne sont pas clairement définis. Un des paramétres les plus
importants & contréler lors de la préparation des nanoparticules est leur taille. En effet, elle va
influencer leur passage a travers les différentes barri¢éres biologiques (barriére sanguine, gastro-
intestinale et hémato-encéphalique). Les Nps et les Nps-Cur ont une taille comprise entre 80 a
120 nm. Nous avons démontré par microscopie a fluorescence et confocale que le curcumin était
internalisé par les cellules SK-N-SH dans le cytoplasme et le noyau et donc que les
nanoparticules permettraient de protéger le principe actif et d’augmenter sa solubilité apparente
dans le milieu de culture facilitant ainsi sa pénétration cellulaire par simple diffusion. Il a été
cependant, montré que les nanoparticules de PLGA peuvent pénétrer dans la cellule par des
mécanismes d’endocytose [496, 557]. De plus, ’internalisation cellulaire des nanoparticules
dépend également de leur charge. Dans notre étude, I’évaluation de ce paramétre par zéta
potentiel est manquante. Or, le DMAB, utilisé en tant que stabilisateur permet non seulement, la
formation de particules de petite taille, mais modifie aussi leur charge surfacique. Ainsi, les
nanoparticules chargées positivement ont une meilleure interaction avec les cellules chargées
négativement ce qui par conséquent augmente leur internalisation cellulaire [558]. Nous n’avons
pas réalis€¢ des études expérimentales permettant de déterminer la voie spécifique
d’internalisation donc dans le futur, plusieurs études seront réalisées afin de mieux comprendre

les facteurs qui agissent sur 1’absorption cellulaire des nanoparticules de PLGA.
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Le pourcentage d’encapsulation du curcumin dans les nanoparticules est de 31%. Ce
parametre est important, car il influence la cinétique de relargage du curcumin en modulant son
taux et son temps de relargage. La cinétique de relargage in vitro des Nps-Cur suit un profil bi-
phasique avec une phase initiale exponentielle due au relargage du curcumin qui se trouve
adsorbé a la surface des Nps-Cur et une phase de relargage plus lente qui correspond a la
diffusion du curcumin encapsulé au coeur des Nps-Cur. Des études ont montré que la diffusion
du curcumin a travers la matrice serait causée par la dégradation de la matrice polymérique
[463]. Les parametres pouvant moduler le profil de relargage in vitro des nanoparticules sont : le
poids moléculaire, le ratio acide lactique/acide glycolique, les interactions entre le composé
encapsulé et le polymére ainsi que le pourcentage d’encapsulation [491]. L’augmentation de
I’encapsulation du curcumin aura pour conséquence la réduction de la prise de médicament pour

les patients atteints de la maladie d’ Alzheimer.

Nous avons également déterminé leurs effets toxiques ou neuroprotecteurs sur les cellules
SK-N-SH. Cette étape est cruciale pour les composés permettant le transport d’agents
thérapeutiques. La mesure de la libération de la LDH (test de mortalité cellulaire) dans le milieu
de culture démontre que les nanoparticules Nps-Cur sont non-toxiques et protégent contre la
mortalité induite par le HO,. Cependant, les résultats obtenus au test du résazurin suggérent que
les Nps-Cur modifient le métabolisme cellulaire des cellules SK-N-SH. Des études suggérent
que cette diminution de I’activité métabolique serait due a I’action directe des nanoparticules de
PLGA sur les mitochondries [559]. Le paramétre qui pourrait étre modulé afin de réduire les
dommages mitochondriaux causés par les nanoparticules serait la composition de la matrice

polymérique (rapport acide lactique/ acide glycolique).

Par ailleurs, nous avons montré que les Nps-Cur protégent plus efficacement que le curcumin
libre contre le stress oxydatif induit par I’ HyO, en réduisant le niveau des espéces réactives de
I’oxygene et en protégeant de la diminution de la GSH induite par le H,O;. Il est intéressant de
noter que les Nps réduisent également le niveau des espéces réactives de 1’oxygéne. Jusqu'alors
les interactions entre le PLGA et les espéces réactives de 1’oxygéne étaient peu connues, car de
nombreuses études n’incluent pas 1’effet des nanoparticules vides dans leurs résultats [543, 560,

561]. Ainsi, des études supplémentaires apparaissent alors nécessaires afin de mieux comprendre
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les mécanismes existants entre le PLGA et le stress oxydatif. En se basant sur les résultats
précédents, nous avons €valué 1’expression du facteur de transcription antioxydant, Nrf2 induit
par le H,0;. Les résultats obtenus suggérent que les Nps-Cur protégent aussi efficacement que le
curcumin libre contre 1’activation de Nrf2 induite par le H,O,. Or, les Nps-Cur sont stables
pendant plusieurs mois alors que le curcumin libre est dégradé en 30 min donc le curcumin
encapsulé permettrait une modulation de la voie de signalisation redox a plus long terme. En se
basant sur ces résultats, il serait intéressant d’étudier 1’effet des Nps-Cur sur d’autres voies de
signalisation impliquées dans la maladie d’Alzheimer telles que les voies impliquées dans la

survie cellulaire, I’apoptose et 1I’inflammation.

En conclusion, les Nps-Cur préparées ont la capacité de protéger in vitro les cellules
neuronales humaines contre les dommages oxydatifs tels qu’observés dans la maladie
d’Alzheimer. Cette formulation pourrait donc avoir un vaste champ d'application
pharmacologique, particuliérement dans le traitement des maladies neurodégénératives.
Cependant, comparé a d’autres nanoparticules composées de PLGA le pourcentage
d’encapsulation du curcumin est relativement faible, il peut atteindre jusqu'a 90% [543). Dans
I’étude de Mukerjee [543] le rapport acide lactique/acide glycolique est 50:50 alors que le
rapport du PLGA utilis€é pour les Nps-Cur est 65:35. Ainsi, le changement de polymére
permettrait d’améliorer le pourcentage d’encapsulation du curcumin dans les Nps-Cur et de
moduler leur cinétique de relargage in vitro ce qui conduirait ultimement a la réduction de la
prise de traitement par les patients. La solution que 1’on propose serait de modifier la
composition de la matrice polymérique par la modulation du rapport acide lactique/ acide

glycolique en utilisant du PLGA 50:50 pour remplacer le PLGA 63:35.
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2.2 ARTICLE 2 : L’influence de la composition de la matrice polymérique
des nanoparticules composées de PLGA sur le pourcentage
d’encapsulation et le relargage in vitro du curcumin

2.2.1 Résumé de Darticle 2

Nous avons précédemment démontré que les Nps-Cur 65:35 augmentent la solubilité
apparente et la stabilité du curcumin et protégent les cellules SK-N-SH plus efficacement que le
curcumin libre contre le stress oxydatif induit par le HO, en protégeant de la diminution du
GSH et de I’induction du facteur de transcription Nrf2. Nous avons également déterminé que
31% du curcumin était encapsulé dans ces nanoparticules. Le profil de libération du curcumin est
biphasique avec une premiére phase exponentielle atteignant 74% de la concentration de
curcumin encapsulé au bout de 6h suivi d’une phase de libération plus lente atteignant 81%
pendant les 16h suivantes. L’importance de I’augmentation du pourcentage d’encapsulation et le
prolongement de la libération du curcumin permettront d’améliorer a plus long terme son
efficacité in vivo, dans le but ultime de réduire la dose et la fréquence de la prise de médicaments
par les patients atteints de la maladie d’Alzheimer. Le principal facteur agissant sur ces deux
parameétres est la composition de la matrice polymérique. En effet, il a été montré que la
dégradation et le relargage d’un composé bioactif par les nanoparticules formées de PLGA sont
dépendants de I’hydrophobicité du polymére qui varie en fonction de la proportion du ratio acide
lactique/d’acide glycolique en considérant 1’acide glycolique (monomere le plus hydrophile) en

tant que facteur limitant [562].

Ainsi, notre hypothése de recherche est que le changement de polymére permettrait
d’influencer le pourcentage d’encapsulation et de prolonger le relargage du curcumin par les
Nps-Cur. Pour cela, nous avons encapsulé le curcumin dans des nanoparticules formées d’une
matrice polymérique de PLGA 50:50, c'est-a-dire composée de 50 % d’acide lactique et de 50%
d’acide glycolique (Nps 50 :50 et Nps-Cur 50:50). Ces nanoparticules ont €été synthétisées par la

méthode d’émulsion-évaporation de solvant.
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Dans un premier temps, leurs propriétés physico-chimiques ont été caractérisées. La taille
et la morphologie des Nps-Cur 50:50 ont été déterminées par DSL et confirmées par TEM. Le
pourcentage d’encapsulation du curcumin par les Nps-Cur 50:50 a été déterminé par la méthode
de la dialyse. L’internalisation des Nps-Cur 50:50 par les cellules SK-N-SH a été déterminée par

microscopie confocale via la détection de 1’auto-fluorescence du curcumin.

Dans un second temps, nous avons déterminé si 1’encapsulation du curcumin dans les
Nps-Cur 50 :50 permettait de maintenir son effet biologique. Pour cela, les tests de ’ORAC et du
DPPH, ont permis de montrer que I’encapsulation du curcumin par les nanoparticules
augmentent sa capacité antioxydante et que par conséquent, que I’inhibition intracellulaire des
espéces réactives de 1’oxygéne induit par le H,O, proviendrait de leur capacité de piégeage des
radicaux libres. Finalement, afin de mieux comprendre les mécanismes neuroprotecteurs des
Nps-Cur 50:50 nous avons étudié par immunobuvardage de type Western trois voies de
signalisation impliquées dans la maladie d’Alzheimer. Les résultats obtenus suggérent que les
Nps-Cur 50:50 empéchent I’induction de la voie de signalisation antioxydante, Keapl/Nrf2,
inhibe I’activation de la voie pro-inflammatoire NF-xB et la phosphorylation de la protéine Tau

induite par le H,O,.

Finalement, nous avons conclus cette étude par la comparaison des deux types de nanoparticules
composées de PLGA 50:50 et 65 :35permettant ainsi de souligner ’importance du choix de la
matrice polymérique lors de la synthése de nanoparticules encapsulant des composés bioactifs.
En effet, la modulation de ce paramétre permettrait d’affiner la libération du composé encapsulé

en fonction de I’application souhaitée.
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2.2.2 Contribution de I’étudiante

Cet article a été soumis dans le Nanomedicine: Nanotechnology, Biology and Medicine (impact
facteur 6.930). J’ai défini et mené les expériences de cet article avec les conseils de mon
directeur de thése. J’ai effectué le travail d’écriture avec 1’aide et la supervision de mon directeur
de recherche. La soumission de ’article a été réalisée par mon directeur de thése le Pr. Charles

Ramassamy.
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Abstract

Curcumin is a promising therapeutic compound for Alzheimer’s disease (AD). However, its poor
absorption and brain bioavalability limited its efficacy in the brain. Biodegradable nanoparticles
mediated delivery of curcumin may be an excellent approach to enhance its bioavailability in the
brain. Using a biocompatible and biodegradable, poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) polymer,
we have recently developed curcumin-loaded nanoparticles (Nps-Cur). We have demonstrated
that Nps-Cur increased the uptake of curcumin into the neuronal cell line SK-N-SH. Here, we
demonstrated that Nps-Cur was able to suppress the phosphorylation of Akt and Tau protein
induced by H,O, and displayed higher anti-inflammatory and antioxidant activities than
curcumin. Moreover, our data demonstrated that the drug entrapment percentage of curcumin is
higher with PLGA 50:50 than PLGA 65:35 reaching 81% and the kinetic of the release was also
prolonged. Our study demonstrated that the Nps-Cur could act on several pathways implicated in
the pathophysiology of AD. Furthermore, these data highlight the importance of the polymer
composition in the nanoparticle properties. Overall, these results suggest that PLGA
nanoparticles are a promising approach in the elaboration of strategy for brain delivery of

compounds against cerebral pathologies.

Key words: Alzheimer.’s disease, Akt, Nrf2, NF-kB, ORAC

Running title: Neuroprotective effect of PLGA nanoparticles
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Introduction

Alzheimer’s disease (AD) is one of the most common forms of dementia [1]. The current
treatments are associated with severe peripheral side-effects which limit their use [2]. Therefore,
the development of novel strategies for combating AD remains a great challenge. The
physiopathology of AD is multifactorial and implicates the deregulation of numerous molecular
markers such as the B-amyloid (AP), tau-phosphorylation level, inflammation and oxidative
stress in the brain [3]. Indeed, it is well established that oxidative stress can induce neuronal cell
death and neurodegeneration [4-6]. Interestingly, data obtained from patients with mild cognitive
impairment (MCI), a preclinical stage of AD strongly suggest that oxidative stress represents a
major determinant of the pathogenesis and progression of AD [7-9]. This notion is strengthened
by data obtained from transgenic mouse models of AD [10].

Curcumin, a hydrophobic polyphenolic compound, has been investigated for its
neuroprotective effects and as a promising molecule for the treatment of AD [11]. Curcumin
displays pleiotropic activities such as antioxidant, anti-inflammatory, anti-amyloid, anti-tau
hyperphosphorylation and metal chelation (see review by [12]). For instance, we have recently
demonstrated that curcumin protects neuronal cells against acrolein-induced toxicity by reducing
the intracellular levels of ROS and by modulating redox regulated proteins and survival networks
such as NF-xB, Nrf2, pGSK3 and pAkt, all of which are implicated in the pathogenesis of AD
[13-15]. In the brain, acrolein is a by-product of lipid peroxidation [5]. It was found to be
associated with proteins that were detected in neurofibrillary tangles and dystrophic neuritis
surrounding senile plaques in AD [16]. A significant increase of acrolein level was observed in
specific regions of the brain such as hippocampus, amygdale, and cerebellum from early AD as
compared to control subjects [17]. In spite of its in vitro and in vivo efficacy and its safety,
curcumin has not yet been approved as a therapeutic agent due to its poor oral absorption caused
by the high hydrophobicity of the molecule. Hence, low bioavailability limits its clinical
application. Thus, to enhance the solubility and stability of curcumin, we have encapsulated this
compound in biodegradable poly (lactide-co-glycolide) (PLGA 65:35) nanoparticles with a ratio
of 65% of the lactic acid and 35% of glycolic acid (Nps-Cur 65:35) [18]. PLGA nanoparticles
have been extensively studied for the development of drug delivery systems and has been

approved by the FDA for various therapeutic
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applications (see review by [19]). Moreover, several studies demonstrated that PLGA
nanoparticles increased the concentration of curcumin in various organs including the brain and
particularly in hippocampus following an intraperitoneal injection [20, 21]. We have previously
demonstrated that Nps-Cur 65:35 increased the solubility, stability, antioxidant activity and the
uptake by neuronal cells (SK-N-SH) of curcumin compared to free curcumin [18]. With this
device, we found an drug entrapment percentage of 31%. The in vitro release kinetic of curcumin
from these nanoparticles presents a biphasic pattern with an initial exponential release of 74% of
the drug in a 6 h phase period followed by a slow release phase releasing up to 81% of the drug
during the next 16 h. The aim of this study was to determine the effect of polymer composition
on the overall efficacy of our technology i.e. on their drug entrapment percentage, their in vitro
release kinetic and their neuroprotective activity. Studies have suggested that polymer
composition plays an important role in the hydrophobicity and in the rate of degradation of the
polymeric matrix [22, 23]. Regarding PLGA, physical properties themselves have been shown to
be dependent upon multiple factors, including the initial molecular weight and the ratio of lactide
to glycolide [24] .The presence of methyl side groups in lactide component makes it more
hydrophobic than the glycolide component and PLGA copolymers with more lactide are less
hydrophilic, so less able absorb water, therefore will be subject to a very slow degradation [19].
But even if polymer composition can affect the liberation, the effect of different compositions on
their final efficacy is not easily predictable. So, in the present study, we have investigated the
effect of a different ratio of lactic and glycolic acid on the neuroprotective efficacy by using
PLGA 50:50 polymer, instead of PLGA 65:35 as previously [18]. We found that Nps-Cur 50:50
preserved and enhanced the neuroprotective activity of curcumin by modulating survival
networks such as NF-kB, Nrf2, Akt and Tau phosphorylation, all of which are implicated in the
pathogenesis of AD. Moreover, as the polymer composition plays an important role in the
hydrophobicity and in the rate of degradation of the polymeric matrix [22, 23], we have
improved some physicochemical properties of Nps-Cur by using PLGA 50:50. Our data
demonstrated that PLGA nanoparticles 50:50 induced higher drug entrapment percentage,

delayed the in vitro kinetic release of curcumin.

Overall, these results provide a new approach in the development of an effective

therapeutic strategy for AD.
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Methods

Curcumin, Poly (lactide-co-glycolide) 50:50 (Mw 40 000 -75 000 Da),
dimethylammonium bromide (DMAB), dialysis bag (Mw cut-off 12kDa), hydrogen peroxide
(H,0,), minimal essential medium Eagle (MEM), fetal bovine serum (FBS), penicllin,
streptomycin, sodium pyruvate and anti- rabbit were obtained from Sigma-Aldrich (Oakville,
ON, Canada). Ethyl acetate was purchased from Fisher (Ottawa, ON, Canada). 2’,7’-
dichlorofluorescein-diacetate (DCF-DA) was from Invitrogen (Burlington, ON, Canada).
Nuclear protein extraction kit was from Active Motif (California, USA). BCA protein estimation
kit was from Pierce Biotechnology (Rockford, USA). All chemicals used were of analytical

grade. MilliQ water was used for all the experiments.

Rabbit polyclonal anti-phospho-Akt (pAkt-Ser473) was purchased from Cell Signaling
Technology. Polyclonal rabbit polyclonal Keap 1 and anti-Nrf2 antibodies were from Abcam
(Cambridge, MA, USA). Rabbit polyclonal anti-NF-kB p50 antibody was from Delta Biolabs
(Gilroy, CA, USA). Rabbit polyclonal anti pTau (ser 214) antibody was from Santa Cruz
Biotechnology (Dallas, Texas, U.S.A.). Rabbit polyclonal anti pTau (ser 400/Thr 403/ ser 404)
antibody was from cell signaling (11837) Mouse monoclonal anti-GAPDH antibody was from
Chemicon (Millipore, Mississauga, ON, Canada). Rabbit and mice horseradish peroxydase
(HRP) were obtained from Sigma- Aldrich, Inc. MilliQ water was used for all the experiments.
Fluorescence emission with different probes was recorded using Synergy HT Multi-Detection

Microplate Reader.

Preparation of Nps and Nps-Cur

Nps-Cur were prepared by an emulsion-diffusion-evaporation method, as previously
reported [18]. Briefly, curcumin and polymer were dissolved in ethyl acetate. Then, this organic
phase was added to aqueous phase containing DMAB stabilizer (1% w/v) to form an emulsion.
This emulsion was stirred and homogenized (Polytron PT4000; Polytron Kinematica,
Switzerlandchange) at 15000 rpm for 5 min to reduce droplet size. The emulsion was diluted
with MiliQ water for solvent diffusion and was then rotary evaporated to remove the organic
phase under reduced pressure. Nps-Cur 50:50 was carried out at 15% polymer weight. For the

formulation of Nps, the same procedure was followed without curcumin.
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Physicochemical characterization of nanoformulations
Particle size and zeta potential

DLS measurements for determining the average size, the size distribution and the
polydispersity index (PDI) of the Nps and Nps-Cur were performed using a NanoS90 (Malvern
instruments). The zeta potential of nanoparticles was measured by a Zetaszier. Effective mean

diameter and zeta potential of the nanoparticles was obtained from 3 runs of 3 different samples.

Transmission electron microscopy (TEM)

The morphology and the size of Nps and Nps-Cur were observed using TEM (Hitachi H-
7100) at 40,000x magnification. Briefly, a copper grid was placed on a drop (100 pL) of Nps or
Nps-Cur and air-dried. The grid was then immerged in water, air- dried, and then stained by
adding one drop of 3% (w/v) phosphotungstic (PTA). Then the grid was air-dried before loading

in the microscope and photographed.

Drug entrapment percentage of Nps-Cur

The percentage of drug incorporated during Nps-Cur preparation was determined by
HPLC (Agilent Technologies 1200 series) equipped with an UV detector using an analytical
column Eclipse XDB-C18 (4,6 mm IDx250mm, 5um) as previously described '®. The drug

entrapment percentage was calculated using the formula:
Drug entrapment (%) = (Mass of drug in nanoparticles/Mass of drug used in formulation) X 100

Mean values were reported from three individual experiments.

In vitro release studies

The in vitro release of curcumin from the Nps-Cur was evaluated by dialysis membrane
method using pre-swelled dialysis bag with a 12-kDa molecular weight cutoff as previously

described '®. At regular intervals starting at 5 min, 5 ml of samples were withdrawn and replaced
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with an equivalent amount of the fresh dissolution medium. The samples were then analyzed by
HPLC as described above 2'.The concentration of curcumin released from the Nps-Cur was
expressed as a percentage of the total curcumin present in the Nps-Cur and was plotted as a

function of time.

Antioxydant oxidant activity assays
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging activities

The DPPH scavenging activity of free curcumin, Nps and Nps-Cur was measured by
colorimetric method [26]. 20 puL of samples (0.5 uM) was mixed with 200 pL of DPPH solution
(0.2 mM in 95% ethanol). The reaction mixture was incubated for 30 min in the darkness at
room temperature. The absorbance of the resulting solution was measured at 517 nm with a
spectrophotometer. The radical scavenging capacity of the tested samples was measured by
determining the Inhibition percentage (IE) using the following equation: 1E = [(Acontrol —
Asample)/Acontrol] x 100%. Assays were carried out at least in triplicate and at least three

independent experiments were performed.

Oxygen radical absorbance capacity (ORAC) assay

ORAC assay was conducted using fluorescein as fluorescent probe, according to previous report
[27, 28] with slight modifications. 25 pL antioxidant [Trolox (1-8 uM) or sample (Cur, Nps and
Nps-cur at 0.5 uM)] were mixed with 150 pL fluorescein, and incubated at 37 °C for 15 min.
Then 25 uL AAPH was applied to the mixture. The whole assay lasted for 90 min. The
fluorescence was determined with the excitation/emission filters at 485/535 nm using a Synergy
HT multidetection microplate reader. AAPH and Trolox solutions were prepared freshly and
fluorescein was diluted from a stock solution (1.17 mM) in 75 mM phosphate buffer. Final
ORAC values were expressed as pmol Trolox equivalent/pmol antioxidant. Assays were carried

out at least in triplicate and at least three independent experiments were performed.

Culture assay
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Cell line

SK-N-SH cells, a human neuroblastoma cell line from ATCC (Manassas, VA, USA),
were maintained in MEM, supplemented with 10% (v/v) FBS, 1% penicillin-streptomycin and
sodium pyruvate (ImM) in a humidified incubator at 37°C with 5% CO,. Cells were grown to

80% confluence and then seeded in multiwell cell culture plates for the experimental procedures.

Intracellular reactive oxygen species (ROS)

Intracellular ROS accumulation was measured by following the oxidation of 2')7' -
dichlorofluoresceindiacetate (DCF-DA). Briefly, SK-N-SH cells (2 x 104 /well) were plated into
96 well plates and allowed to attach for 24 h. After 24 h, cells were starved and co-treated with
three different concentrations (0.07 uM, 0.25 uM et 0.5 puM) free curcumin, Nps (corresponding
to an volume equivalent to the concentration ofcurcumin) or Nps-Cur and 1.0 mM of H,0, for 1
h. DCF- DA was added to a final concentration of 10 puM for 20 min. The fluorescence was then
determined with the excitation/emission filters at 485/535 nm using a Synergy HT multidetection

microplate reader.

Curcumin uptake in SK-N-SH cells by confocal microscopy

Curcumin is naturally fluorescent in the visible green spectrum. In order to study the
qualitative cellular uptake of the Nps-Cur, SK-N-SH cells were cultured on cover slips coated
with poly-D-lysine at a density of 1.5 x 10 cells/well in 24-well plates. Cells were incubated for
24 h at 37°C and then treated with 5 uM of free curcumin (used as positive control), Nps
(corresponding to an volume equivalent to the concentration of curcumin) or Nps-Cur for 1 h.
Cells were then fixed with 2% paraformaldehyde and the nuclei stained with 1 pg/ml DAPI for
15 min. The glass slides were mounted with prolong gold antifade reagent and observed under a
confocal microscopy (LSM 780, Zeiss). For the confocal fluorescence analysis, cells were
examined using 63% oil immersion objective on a LSM 780 confocal microscope (Zeiss). After
acquisition, images were processed using Zen 2011 Zeiss LSM Image Browser software for

postcapture and fluorescence quantification imaging processes.
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Protein extraction

SK-N-SH cells were treated with 1 mM of H,O, and 0.05 uM of free curcumin, Nps, or
Nps-Cur for 30 min (Nrf2 and P50) or for 1h (pAkt, pTau and Keapl). SK-N-SH cells total
proteins were extracted with a lysis buffer containing a cocktail of protease inhibitors and
nuclear proteins were extracted using a kit from Active Motif. Total and nuclear proteins were

quantified using the BCA test.

Western blot analysis

Equal amount of protein cell lysates (30 pg) were separated on 10% SDS-PAGE gels and
transferred into PVDF membranes. Membranes were blocked for 1 h in TBS with 5% skim milk
and incubated with primary antibodies: anti-Keap 1 (1/700), pAkt (1/1000), anti-Nrf2 (1/1000),
anti-NF-xB p50 (1/500), anti-pTau (1/500) and anti- GAPDH (1/1000). Amido black 1X was
used for rapid staining of total protein bands. Blots are stained for 1 min and then distained for
30 minutes in 25% (v/v) isopropanol, 10% (v/v) acetic acid. Then membrane was incubated with
the secondary antibody HRP- conjugated anti-rabbit or anti-mouse (1/10000) for 1 h. Detection
was realized with Immobilion Western Chemiluminescent HRP Substrate and the bands were
visualized and quantified by densitometric analysis using luminescent imaging system

FluorChem.

Gelatine Zymography

SK-N-SH were co-treated with 0.5 uM of curcumin, Nps or Nps-Cur and with 1mM
H,0; for 1 h. The supernatants (30 pl corresponding to 1x106 cells) were mixed with a 4X
nonreducing Laemmli’s sample buffer (40% glycerol, Tris-HCI 1M pH 6.8, SDS 8%) and run on
7.5% acrylamide gels containing 2 mg/ml gelatin. Gels were washed for 30 min twice with 2.5%
Triton X-100 and incubated overnight in digestion buffer (Tris-HC] 50 mM pH 7.4, NaCl 150
mM and CaCl2 5 mM). Gels were stained with Coomassie blue 0.1% and destained).

Statistical analysis
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All data were expressed as means + SEM from at least three independent experiments
performed at least in triplicate. Statistical analysis was performed by a oneway ANOVA

followed by Tukey test were used. The level of significance was considered when p < 0.05.

145



Results
Characterisation of prepared PLGA nanoparticles (Nps 50:50 and Nps-Cur 50:50).

The Figure 1 shows that the mean particle size were 161.6 + 1.6 nm with a width of 55.33
+ 12.8 nm and 125 £ 31.5 nm with a width of 39 + 6.2 nm for Nps 50:50 and Nps-Cur 50:50
respectively. Their size and shape were confirmed by TEM (Figure 1 C, D). Both formulations
present a regular and spherical shape. It is interesting to note that the morphology and the size of
Nps 50:50 and Nps-Cur 50:50 are similar. The PDI obtained from DLS were 0.3 and 0.12,
respectively (Table 1). These data indicate that when curcumin is associated to nanoparticles,
Nps-Cur 50:50 formulation displayed higher homogenous distribution than Nps 50:50 because
its PDI is within the permissible range and remained below 0.3. The zeta potentials of Nps 50:50
and Nps-Cur 50:50 were 6.4 + 0.3 and 63 + 3.9 mV, respectively, and those from Nps 65:35 and
Nps-Cur 65:35 were 26 + 8,2 mV and 55 * 5,0 mV, respectively. These data suggest that Nps-
Cur 50:50 and Nps-Cur 65:35 formulation, in this environment (pH, ionic strength) is more
stable than Nps 50:50 and Nps 65:35 formulation because the electrostatic repulsion between the
particles should have a minimum zeta potential of + 30 mV. The amount of drug loading in the
nanoparticles plays an important role with respect to the rate and duration of drug release as well
as its efficacy. The drug entrapment percentage of curcumin in Nps-Cur 50:50 was determined
by HPLC and calculated to reach 80 + 9.01% which is higher than Nps-Cur obtained from PLGA
65:35 which was 31% [18].

In vitro release kinetics of curcumin released from Nps-Cur 50:50

The method of dynamic dialysis was carried out to study the release property of curcumin
from Nps-Cur 50:50. Due to low solubility of curcumin in water, 50% v/v of ethanol was used in
which the solubility of curcumin was 0.693 + 0.13 mg/mL [29]. The release profile of curcumin
from Nps-Cur 50:50 displayed a biphasic profile. A rapid and exponential phase releasing 35%
of the drug was observed in the first 6 h followed by a slow release phase, which maintained the
curcumin release at 35% for at least the next 48 h. The exponential phase of release obtained
with the Nps-Cur 50:50 is lower than with Nps-Cur 65:35 which released 74% of the drug after 6
h (Figure 2, 4, B).
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Nps-Cur 50:50 uptake by SK-N-SH cells

To assess the uptake of curcumin into cultured neurons, SK-N-SH cells were incubated
with 5uM of free curcumin, Nps-Cur 50:50 or with an equivalent volume of Nps 50:50 for 1 h at
37-C. Controls cells and cells incubated with Nps 50:50 did not display fluorescence while in the
presence of free curcumin, cells displayed an intense green fluorescence due to the rapid
internalization and accumulation of curcumin inside the cells (Figure 2, B-E). The internalization
of curcumin were seen primarily in the cytoplasm surrounding the nucleus and in dendrites
(Figure 2 D, E). Quantitative analysis indicated that encapsulation increased the uptake of
curcumin by SK-N-SH cells by 4.4 fold (Figure 2, F). These results suggest that Nps-Cur 50:50

increases the uptake of curcumin by neuronal cells compared to free curcumin.

Antioxidant activity of the Nps-Cur 50:50 and their effects on the Nrf2 pathway

The DPPH test was assessed to study the free-radical scavenging capacity of Nps-Cur
50:50 in comparison with free curcumin. Nps 50:50 did not show any free-radical scavenging
activity while free curcumin and Nps-Cur 50:50, at 0.5 pM, showed the same antioxidant
capacity (25% of DPPH inhibition) (Figure 3, 4). Interestingly, we have observed a significant
difference between Nps 50:50 and Nps —Cur 50:50 indicating that the antioxidant effect of Nps-
Cur 50:50 was especially due to the curcumin. This property was then confirmed by the ORAC
assay, which measures the antioxidant scavenging activity against the peroxyl radical induced by
the thermolysis of AAPH at 37 © C [30]. As shown in the Figure 3B, 0.5 uM of Nps-Cur 50:50
displayed 1.5 and 3.1 fold higher antioxidant capacity against peroxyl radical than free curcumin
and Nps, respectively. The antioxidant effect of Nps-Cur 50:50 was then determined on SK-N-
SH cells by DCFDA assay. For that purpose, SK-N-SH cells were treated with three different
concentrations (0.07 pM, 0.25 uM and 0.5 pM) of curcumin and Nps-Cur 50:50 and a volume
equivalent of Nps 50:50. After 1 h of treatment, the intensity of the fluorescence of DCF was
significantly reduced by the three different concentrations in the presence of Nps-Cur 50:50 and
with Nps 50:50 (Figure 3, C). Interestingly, the three concentrations of compound tested reduced
significantly the ROS-level induced by H,O, (Figure 3, D). These data strengthened the results
obtained on DPPH and ORAC assays and demonstrated that the loaded curcumin into Nps-Cur

50:50 preserved the antioxidant activity. Moreover, the encapsulation of curcumin increases its
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antioxidant capacity. Based on the effect of Nps-Cur 50:50 on DPPH, ORAC and ROS levels,
we have investigated the effect of Nps-Cur 50:50 on the antioxidant pathway Nrf2/Keapl. To
determine the expression level of Nrf2 in the nucleus, SK-N-SH cells were co-treated with 1 mM
of H,0, for 30 min and with 0.5 pM of free curcumin and Nps-Cur 50:50 and with an equivalent
volume of Nps 50:50. In SK-N-SH cells, the activation of Nrf2 by H,O, was prevented in the
presence of curcumin, Nps 50:50 and Nps-Cur 50:50 (Figure 4 ,4). However, the preventive
effect of Nps-Cur 50:50 was significantly greater than free crurcumin and Nps 50:50. As the
activity of Nrf2 is regulated by the inhibitory protein Keapl, we have also evaluated the
cytoplasmic level of keap1 in the presence of 1 mM of H,O, for 1h. Interestingly, Nps-Cur 50:50
also prevented Keapl expressions induced by H,O; (Figure 4, B).

Effects of free curcumin, Nps 50:50 and Nps-Cur 50:50 on inflammatory pathways.

MMP-9 is the major MMP expressed and released by neurons. It contributes to
neuroinflammation response in AD [31].We have thus analyzed the effect of free curcumin at 0.5
pM, Nps-Cur 50:50 at 0.5 uM and Nps 50:50 with equivalent volume of curcumin, on the levels
of gelatinolytic MMPs induced by H>O, in SK-N-SH cells (Figure 5, 4). Gelatin zymography of
the culture medium of SK-N-SH cells showed that the release of MMP-9 was inhibited by Nps-
Cur 50:50 whereas no effect of curcumin neither by Nps 50:50 was observed. Hence, these
results demonstrated that Nps-Cur 50:50 were more efficient than curcumin on MMP-9 activity.
We have thus investigated the effect of Nps-Cur 50:50 on the NF-kB pathway by analyzing the
cytoplasmic and nuclear expression of the subunit p50 subunit of NF-kB (Figure 5, B, C). For
this, SK-N-SH cells were co-treated for 30 min with 1 mM H,O, and with 0,5 uM of curcumin
or Nps-Cur 50:50 or with an equivalent volume of Nps 50:50. Curcumin and Nps-Cur suppress

the increase of the nuclear expression of p50 induced by H,0,.

Effects of free curcumin and Nps-Cur on pAkt/ pTau pathways.

To determine whether Akt pathway is implicated in the neuroprotective effect of Nps-
Cur, we have examined the phosphorylation of Akt at the serine 473 by western blot. The results
showed that curcumin, Nps 50:50 and Nps-Cur 50:50 decreased Akt phosphorylation induced by
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H,O, (Figure 6, A). Our results also demonstrated that oxidative stress induced the
phosphorylation of Tau at the ser 400/Thr 403/ ser 404 sites. Interestingly, curcumin and Nps-
Cur 50:50 treatments decreased the phosphorylation level (Figure 6, B).

149



Discussion

Effective drug delivery to the CNS to treat neurodegenerative diseases such as AD still remains a
challenge. To overcome drugs with limited access to the brain, encapsulation by nanocarriers
appears to be a promising avenue. Among various nanocarriers, PLGA polymeric nanoparticles
are promising candidates, as they could protect some drugs from their enzymatic degradation
[20, 32] and increase their brain bioavailability and particularly in hippocampus following their
intravenous or intraperitoneal injection [21,33]. Curcumin is one of the most extensively
investigated natural compounds for the treatment of AD as it has been demonstrated to be able to
target several cascades involved in the pathogenesis of AD [12]. In order to increase its
solubility, stability and consequently its systemic bioavailability, we have successfully
encapsulated curcumin in polymeric PLGA nanoparticles with a ratio lactic acid/glycolic acid of
65:35 (Nps-Cur 65:35) [18]. We have characterized the physico-chemical properties of the Nps-
Cur 65:35 and demonstrated their neuronal uptake with a wide intracellular distribution [18].

Moreover, they were stable for at least 6 months of storage. To go further insight into the
properties of Nps-Cur 50:50, in this study, we demonstrated that Nps-Cur 50:50 displayed higher
antioxidant and anti-inflammatory activities than curcumin. Interestingly, Nps-Cur 50:50 was
also able to prevent Akt and tau phosphorylation. Moreover, we found that the drug entrapment
percentage and the drug release kinetic of curcumin were improved with the PLGA 50:50 as
compared to PLGA 65:35. Our results on DPPH and ORAC assays demonstrated that the
encapsulation in PLGA nanoparticles preserves the antioxidant and scavenging properties of
curcumin. Moreover, in ORAC assays, Nps-Cur 50:50 displayed a higher peroxyl radical
scavenging activity as compared to curcumin. It is interesting to note that on ORAC and DCF-
DA assays, void nanoparticles displayed an antioxidant activity. The recombination between
peroxyl free radicals and PLGA chains could reduce ROS level [34]. In order to validate the
biological activity of Nps-Cur 50:50, we have analyzed their effects on three signalling pathways
(Nrf2, NF-«kB and Akt/pTau) involved in the regulation of oxidative stress, inflammation and on
the phosphorylation of tau which are relevant to the pathophysiology of AD [35]. Our results
also demonstrated that the property of curcumin on the Nrf2 activity is maintained for curcumin
loaded-PLGA 50:50 and it is similar to PLGA 65:35 [18]. NF-kB is a well-known transcription
factor involved in the regulation of inflammatory responses, which triggers the activity of MMP-

9. We found that Nps-Cur 50:50 treatment resulted in reduced expression of MMP-9 with higher
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efficiency than free curcumin, which can be attributed to the sustained release of curcumin from
PLGA nanoparticles and the enhancement of cellular uptake of Nps-Cur. These data are in
accordance with the anti-inflammatory activity of curcumin, which is mediated through the
inhibition of NF-kB [36]. Indeed, these data demonstrated that curcumin encapsulated in PLGA
nanoparticles is more potent than free curcumin to inhibit NF-xB expression. Akt is a
downstream effector of phosphatidylinositol 3-kinase (PI3-K) signalling pathway is directly
activated by oxidative stress and is altered in AD brains [37]. We found that Akt phosphorylation
induced by H,0O, was observed in parallel with Tau phosphorylation likely due to the activation
of GSK38 and its dephosphorylation at the serine 9 [38]. Nps-Cur 50:50, as curcumin, treatments
efficiently prevented Akt phosphorylation and Tau phosphorylation. These data demonstrated
that Nps-Cur 50:50 preserve the ability to regulate the Akt/GSK3B pathway and Tau
phosphorylation [39]. The effects of Nps 50:50 on the phosphorylation of Akt remain to be
investigated. The PLGA 50:50 nanoparticles displayed a narrow size distribution ranging from
106 to 216 nm for Nps 50:50 and from 85 to 164 nm for Nps-Cur 50:50. The TEM was used to
confirm the nanoparticles size and indicate that the nanoparticles have a spherical morphology.
The morphology of Nps 50:50 and Nps-cur 50:50 do not differ from the Nps 65:35 and Nps-Cur
65:35. However, the size of Nps-Cur 50:50 was higher than Nps-Cur 65:65 suggesting that the
polymer ratio of lactic acid/glycolic acid interferes on this parameter. The PDI of the Nps-Cur
50:50 is 0.12 and Nps 50:50 is 0.3, indicating that both formulation are monodispersed but the
encapsulation of curcumin showed a better uniformity of size distribution than Nps 50:50. The
PDI of Nps-Cur 65:35 (0.25) [18], with is higher than Nps-Cur 50:50 (0.12). In the present study,
the nanoparticles were positively charged, 6.4 mV for Nps 50:50 and 63 mV for Nps-Cur 50:50.
Interestingly, in accordance with the polydispersity study, curcumin encapsulation in the
nanoparticles induced an increase of the particle size, resulting on an improvement of particle
stability. The amount of drug loading in the drug delivery nanoparticles plays a significant role
on the rate and duration of drug release. The polymer composition and the drug entrapment are
an important property for drug delivery. This parameter is linked to PLGA concentration,
molecular weight, the lactic/glycolic acid ratio and the nature of the stabilizer used [40, 41]. The
in vitro release study of Nps-Cur 50:50 is comparable to the Nps-Cur 65:35 and presents a
biphasic release profile. The initial exponential phase was probably due to the release of

curcumin, which was either close to the surface and/or adsorbed on the surface of the Nps-Cur
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50:50. We have previously demonstrated that curcumin release kinetics fits a Higuchi model,
suggesting that the slow release phase was due to the diffusion of the dissolved drug within the
core of the PLGA of the Nps-Cur 65:35 into the release medium, followed by the degradation of
polymer matrix [18]. PLGA 50:50 exhibited a faster degradation rate than PLGA 65:35 likely
due to preferential degradation of glycolic acid proportion and higher hydrophobicity. The
amount of glycolic acid is a critical parameter in tuning the hydrophobicity of the matrix and
thus the degradation and drug release rate [19, 23, 42]. However, our results show that Nps-Cur
50:50 exhibit a slower liberation of curcumin than Nps-Cur 65:35 particularly during the first 30
minutes suggesting a slower degradation rate for PLGA 50:50. These results can be explained by
the interaction between curcumin and PLGA [43]. Indeed, it has recently been demonstrated by
FTIR and XRD studies that interactions might occur between the encapsulated curcumin and
PLGA polymer matrix by a possible formation of intermolecular hydrogen bonds between the
curcumin O-H and PLGA C=0 [33, 44]. In conclusion, our study demonstrated that curcumin
loaded nanoparticules prolonged and enhanced the antioxidant, anti-inflammatory activity of
curcumin while suppressing the Akt and Tau phosphorylation under oxidative stress condition.
We have also demonstrated the importance of the choice of the polymer composition in
drugloaded formulation. Indeed, the ratio of lactic acid /glycolic acid influences the
physicoproperties of the nanoparticles, which will consequently impact on the in vivo properties
by modulating the drug entrapment percentage and the in vitro drug release. To summarize, the
curcumin loaded PLGA 50:50 formulation is likely to have a great potential for pharmacological

application in neurodegenerative disorders such as AD.
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Legends

Table 1: Data on the particle size, width, entrapment efficacy, PDI and zeta potential for Nps
50:50, Nps-Cur 50:50, Nps 65:35 and Nps-Cur 50:50 analyzed by DLS.

Figure 1: Size and morphological characterization of Nps 50:50 and Nps-Cur 50:50 using
dynamic laser light scattering (DLS) and transmission electron micrograph (TEM). DLS analysis
of polymeric Nps 50:50 (A) and Nps-Cur 50:50 (B) and TEM photographs of Nps 50:50 (C) and
Nps-Cur 50:50 (D).

Figure 2: Comparison of in vitro release kinetics of curcumin from Nps-Cur 65:35 and Nps-Cur
50:50 in 50 % v/v of ethanol at 37°C (A). The figure inserted represents the release kinetic for
the first hour. Confocal imaging of nanoparticle uptake by SK-N-SH cells. SK-N-SH cells were
treated for 1 h at 37°C with water (control) (B), Nps 50:50 (C), free curcumin (D) and Nps-Cur
50:50 (E). Auto-fluorescence of curcumin is observed in green (D, F). Quantification of the

fluorescence (F) with ***p<0.001 versus Nps-Cur 50:50.

Figure 3: Antioxidant capacity of free curcumin, Nps 50:50 and Nps-Cur 50:50.

Effects of free curcumin, Nps 50:50 and Nps-Cur 50:50 on (A) DPPH radical-scavenging
activity; (B) Relative fluorescence induced by AAPH; in the presence of 0.5 pM of free
curcumin; (C) on the intensity of DCF-DA analyzed 1h after the treatment of SK-N-SH cells on
the absence or (D) in the presence of 1 mM of H,0,. Result are expressed as percentage of
control (considered as 100%) with ** p< 0,01 and ***p< 0,001 versus controls and with * p<
0,05 versus Nps-Cur 50:50 group. All the assays values data represent + SEM from at least three

separate experiments performed in triplicate.

Figure 4: Effects of free curcumin, Nps 50:50 and Nps-Cur 50:50 on the antioxidant pathway.
After 1h of treatments, the total level of Keap 1 was analyzed on total proteins (A). After 30 min
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of treatment, the Nrf2 levels were determined on nuclear fraction (B). Blot represents one of the
three independent experiments and bar graph represents quantitative results of the ratio between
Keapl and GAPDH and, Nrf2 and Amido Black. Densitometry analyses were performed on all
three experiments. Results are expressed as percentage of control (considered as 100%) with *p<

0.05 and **p< 0.1 versus H,0, treated group and with # p< 0,05 versus Nps-Cur 50:50 group.

Figure 5: Effects of free curcumin, Nps 50:50 and Nps-Cur 50:50 on the enzymatically active
gelatinase induced by H,O,. Extracellular release of MMP-9 (gelatinase) was evaluated using
gelatin zymography experiments and densitometry analysis of gelatinase activity observed in the
gels (A). Levels of p50, one of the subunits of NF-kB, were determined in the cytoplasmic (B)
and nuclear fractions (C). Blots represent one of three independent experiments and bar graph
represents quantitative results of the ratio between p50 and amido black used as protein loading
control. Results are expressed as percentage of H,O; (considered as 100%) with *p< 0,05 versus
H,0; and with * p< 0,05 versus Nps-Cur 50:50 group. For all the assays values data represent +

SEM from at least three separate experiments.

Figure 6: Effects of free curcumin, Nps 50:50 and Nps-Cur 50:50 on Akt and pTau pathways.
After 1h of treatment, the level of pAkt (A), and pTau (B) were measured on total proteins. Blots
represent one of the three independent experiments and bar graph represents quantitative results
between pAkt and GAPDH and pTau with Amido Black. Densitometry analyses were performed
on all three experiments. Results are expressed as percentage of control (considered as 100%)

with **p< 0.01 and ***p< 0.001 versus H,O, treated groups and * p< 0,05 versus Nps-Cur 50:50
group.
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