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Glossaire de biochimie

AR : Amyloide 3 ; peptide impliqué dans la maladie d’Alzheimer.
Acétylcholine : Neurotransmetteur impliqué dans la mémorisation et dans I'attention.

AMPA : Récepteur ionotropique du glutamate activé par I'v-amino-3-hydroxy-5-méthylisoazol-4-
propionate (AMPA).

APO-E : Apolipoprotéine-E ; protéine impliquée dans la dégradation du peptide amyloide B.

APP : Amyloid precursor protein ; protéine transmembranaire responsable de la formation des

peptides amyloides J3.

Bcl-2 : Prototype d’une famille de genes qui peuvent étre pro-apoptiques ou anti-apoptotiques.

Bcl-2 tient son nom de B-Cell Lymphoma 2.

Caspase : Classe de protéases impliquées dans le phénomene d’apoptose suite a I'activation d’une

cascade de réaction.

Catalase : Enzyme impliquée dans la lutte contre le stress oxydant en catalysant la dismutation du

peroxyde d’hydrogene en eau et dioxygene.

Ceruloplasmine : Protéine impliquée dans le stockage du cuivre et dans le transport du fer.
Chaperonne du cuivre : Protéine impliquée dans le transport du cuivre.

Ferritine : Protéine permettant le stockage du fer.

Glutathion peroxydase : Enzyme impliquée dans la lutte contre le stress oxydant en catalysant la

réduction des hydroperoxydes par le gluthation

GSK-3 : La glycogene synthase kinase 3 est une kinase responsable du transfert d’'un groupement
phosphoryle sur les résidus serine et thréonine des protéines impliquées dans de nombreux
phénomenes dont 'apoptose. Egalement, elle est responsable de la phosphorylation de la protéine

tau.

Hémizygote : Ce terme qualifie un organisme diploide ne possédant qu’un allele a un locus donné,

pour cause d’absence de région homologue.

Kinase : Enzyme de la famille des transférases catalysant le transfert d’un groupe phosphoryle d’un

substrat a un autre.
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Glossaire de biochimie

Lymphocyte : Leucocyte jouant un réle majeur dans le systeme immunitaire. Deux lignées
lymphocytaires différentes peuvent étre caractérisées selon leur structure et leur fonction : les

lymphocytes B et T.

MAP kinases : Les mitogen-activated protein kinases sont un ensemble de protéines kinases
impliquées dans la mitose ou l'apoptose par exemple ; Elles sont également responsables de la

phosphorylation de la protéine tau.

M¢étallothionéine : Protéine avec une haute affinité pour les ions métalliques.

NMDA : Récepteur ionotropique du glutamate activé par N-méthyl-D-aspartate (NMDA).
p53 : Facteur de transcription impliqué dans le processus d’apoptose.

Peroxydase : Enzyme qui dégrade les peroxydes.

PS1 ou 2 : Préséniline 1 ou 2 ; protéine impliquée dans le clivage de la protéine APP en intervenant

dans Pactivité de la y-sécrétase.

Récepteur Fas : Protéine transmembranaire appartenant a la famille des protéines Bcl-2, impliquée

dans 'apoptose via I'activation de caspases.

Récepteur TINF : Récepteur du facteur nécrosant des tumeurs appartenant a la famille des

protéines Bcl-2, impliqué dans 'apoptose via 'activation de caspases.

Récepteur DR : Récepteur de la mort appartenant a la famille des protéines Bcl-2, impliqué dans

I'apoptose via I'activation de caspases.
SNCA : Geéne codant pour la protéine a-synucléine.

SOD : Superoxyde dismutase ; enzyme impliquée dans la lutte contre le stress oxydant en catalysant

la dismutation du superoxyde en dioxygene et peroxyde d’hydrogene.

Tau : Protéine appartenant a la famille des microtubules associated proteins (MAP), responsable

de I'assemblage et de la stabilisation des microtubules.

Transferrine : Protéine responsable du transport du fer au sein de I'organisme.
ZIP : Transporteur membranaire du zinc

ZnT : Transporteur membranaire du zinc.

/7y sécrétase : Enzyme mise en jeu dans le clivage de la protéine APP.

a-synucléine : Protéine impliquée dans la maladie a corps de Lewy.
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Avant-propos

Depuis plusieurs années, les maladies neurodégénératives représentent un défi sociétal et
économique majeur. En effet, plus de 7 millions de personnes sont touchées en Europe et ce
nombre ne va tendre qu’a augmenter au cours des prochaines années en raison de la hausse de
Iespérance de vie. Il s’agit de pathologies progressives liées a un dysfonctionnement du systeme
nerveux. Selon les régions cérébrales touchées, une altération des fonctions cognitives et/ou

motrices peut étre observée.

LLa maladie d’Alzheimer est la maladie neurodégénérative la plus répandue dans le monde et est la
premicre cause de démence. Elle se caractérise principalement par la formation de plaques séniles
et d’enchevétrements neurofibrillaires qui correspondent a des agrégats de peptides amyloides 8 et
de protéines tau respectivement. Depuis sa découverte en 1907 par Alois Alzheimer, de
nombreuses études tendent a comprendre lorigine et les mécanismes de cette maladie afin de
pouvoir développer des traitements efficaces contre cette derniere. L’hypothese retenue a ’heure
actuelle est celle de la cascade amyloide. Cette hypothese place en avant 'agrégation des peptides
amyloides 3 dans le développement de la maladie et dans les processus neurotoxiques qui
conduisent a la mort des neurones. Les formes responsables de la toxicité seraient les oligomeéres
solubles d’amyloides @ (formes intermédiaires dans le processus d’agrégation). En effet, leur
capacité a interagir avec certains métaux et /ou les membranes cellulaires serait déterminante dans
les processus neurotoxiques. Toutefois, étudier les mécanismes de la maladie d’Alzheimer peut
s’avérer compliqué de par la complexité des acteurs mis en jeu mais également par la difficulté pour
les chercheurs a accéder au cerveau humain. Ainsi, de nombreuses alternatives ont été développées
avec par exemple les modeles des peptides amyloides 8 et les modéles animaux. L’expansion de
Iutilisation des biofluides a également contribué aux progres réalisés dans la compréhension de la
maladie d’Alzheimer avec la mise en évidence de marqueurs biologiques qui ouvre de nouvelles
perspectives pour le diagnostic de cette maladie et dans le développement de nouvelles approches

thérapeutiques.

La spectroscopie infrarouge et Raman sont deux techniques trés sensibles a la composition
chimique et a la structure des protéines. Elles peuvent ainsi permettre de suivre les changements
biochimiques induits par la maladie d’Alzheimer dont le processus d’agrégation des protéines.

Le but de cette thése a donc été de développer et optimiser des méthodes spectroscopiques

infrarouge et Raman afin de mieux comprendre et diagnostiquer la maladie.

Dans un premier temps, la coordination des métaux avec les peptides amyloides 3 a été étudiée a
'aide de peptides modeles. En effet, comme il I'a été mentionné précédemment, les métaux jouent
un role important dans le développement de la maladie d’Alzheimer. Cependant, les mécanismes
d’interaction restent encore débattus dans la littérature.

Les études ont ensuite été étendues dans un second temps, aux plaques séniles afin de mieux
comprendre leur formation et/ou leur réle. Pour ce faire, des tissus cérébraux provenant de soutis

mutées atteintes de la maladie d’Alzheimer ont été étudiés.



Avant-propos

Finalement, une étude pilote a été réalisée afin d’évaluer le potentiel de la spectroscopie infrarouge
et Raman appliquée aux liquides céphalorachidiens dans le diagnostic précoce de la maladie
d’Alzheimer.

En vue des résultats obtenus, il a été décidé d’étendre ces études a d’autres maladies
neurodégénératives, et plus particuliecrement a la maladie a corps de Lewy et a la sclérose en plaques.
La maladie a corps de Lewy représente la seconde cause de démence et partage des symptomes
communs avec la maladie de Parkinson et la maladie d’Alzheimer, et ce notamment dans les
premiers stades. Ainsi, identifier de nouveaux outils pour permettre un diagnostic différentiel est
nécessaire.

Comme dans le cadre de la maladie d’Alzheimer, une étude pilote infrarouge et Raman a donc été
réalisée sur des échantillons de liquides céphalorachidiens afin d’évaluer le potentiel de ces
spectroscopies dans le diagnostic précoce de la maladie a corps de Lewy dans un premier temps,

puis dans un deuxieme temps, dans le diagnostic différentiel avec la maladie d’Alzheimer.

La sclérose en plaques quant a elle, représente la maladie neurodégénérative la plus fréquente chez
les jeunes entre 20 et 40 ans. Elle se caractérise par la destruction des gaines de myéline suite a des
processus inflammatoires. Aucun traitement curatif n’existe a ’heure actuelle. Ainsi, de nombreuses
recherches portent sur I'identification de nouveaux traitements thérapeutiques.

Le but ici a été d’utiliser le potentiel de la spectroscopie Raman et infrarouge pour identifier des
lésions cérébrales a partir de souris modeles de la sclérose en plaques afin d’étudier par la suite,

Peffet de différents traitements.

Pour illustrer I'ensemble de ces études, cette these est divisée en six chapitres. Le premier chapitre
rapporte des informations générales sur les différentes maladies étudiées. Le second a pour but de
mieux comprendre le choix d’utiliser la spectroscopie infrarouge et Raman dans I’étude des
maladies neurodégénératives. Le troisiecme décrit les matériels et les protocoles utilisés. Le
quatrieme présente les résultats obtenus dans le cadre de la maladie d’Alzheimer. Il comprend
I’étude portant sur la coordination des métaux avec les peptides amyloides 8, ainsi que les études
portant sur les tissus cérébraux et les liquides céphalorachidiens. Le cinqui¢me chapitre quant a lui,
porte sur la maladie a corps de Lewy et décrit les résultats obtenus dans le cadre de I’étude des
liquides céphalorachidiens. Enfin, le dernier chapitre présente les résultats préliminaires obtenus

pour la sclérose en plaques, avec I’étude des tissus cérébraux.



Chapitre 1 :

Les maladies neurodégénératives



1.1 La maladie d’Alzheimer

1.1 La maladie d’Alzheimer

1.1.1 Impacts sociaux économiques

La maladie d’Alzheimer est une des maladies neurodégénératives les plus répandues dans le monde
et est la cause principale de démence. En effet, 60 a 70% des cas seraient dus a cette maladie, ce
qui représente 46,8 millions de personnes environ en 2015 (World Alzheimer Report World 2015).
Moins de 2% des personnes agées de moins de 65 ans sont touchées contre 15% pour celles agées
de 80 ans et plus (Inserm). Ainsi, avec 'augmentation et le vieillissement de la population, ce fléau
ne va tendre qu’a augmenter au cours des prochaines années. LLe nombre de personnes touchées
en 2050 pourrait atteindre 131,5 millions (World Alzheimer Report World 2015).

De plus, la prise en charge des patients est extrémement cotteuse ; le cout mondial de la maladie a
été estimé en 2015 a environ 726 milliards d’euros (Prince ef al, 2015). La maladie d’Alzheimer

apparait donc véritablement comme une priorité de santé publique.

1.1.2 Historique

Pendant des années, les cas de démence observés chez certaines personnes étaient considérés
comme « 'usure normale du temps ». Cependant, en 1901, une patiente Auguste, D., alors agée de
51 ans est admise a ’hopital pour cause de troubles de
la mémoire, de troubles de [lorientation et
d’hallucinations. Apres son déces en 1906, son
médecin, Alois Alzheimer réalise une autopsie de son
cerveau. Il découvre un cerveau atrophique ainsi que
la présence de dégénérescences neurofibrillaires et de
dépots  extracellulaires dénommés plaques séniles
(Figure 1.1) (Graeber et Mehraein, 1999 ; Rainulf ez al.,
1995 ; Small et Cappai, 2000). Il conclut alors a « une
maladie particuliere du cortex cérébral ». En 1910, le
nom d’Alzheimer est proposé pour décrire cette

maladie. Cependant, il faudra attendre les années 1960,

pour que cette maladie soit reconnue a part entiere
apres la découverte d’un lien entre la détérioration des

Figure 1.1 : Coupes cérébrales de la patiente

fonctions cognitives et le nombre de Iésions présentes .
Auguste, D. montrant les plaques séniles (a

dans le cerveau. Ensuite, grace a I'arrivée de nouveaux et b et les dégénérescences neurofibrillaires
outils et de nouvelles techniques qui permettent (¢ Les coupes ont été colorées a I'aide de la
d’é¢tudier des échantillons biologiques, la maladie  technique d’imprégnation argentique de
d’Alzheimer est devenue un véritable centre d’intérét  Bielschowsky-Gros. Les schémas en ¢) sont
pout les chercheurs. Cela a abouti 2 la découverte dans  extraits directement des travaux du Dr.

les années 80, des principaux constituants des plaques ~ Alzheimer, A. (Graeber et Mehraein, 1999).
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Les maladies neurodégénératives

séniles et des dégénérescences neurofibrillaires ; les amyloides B et la protéine tau
hyperphosphorylée respectivement, et dans les années 90, a la mise en évidence de plusieurs génes
responsables de la transmission de la maladie au sein de certaines familles. Depuis, de nombreuses

avancées sur cette maladie ne cessent d’étre faites (Hardy, 2000).

1.1.3 Diagnostic

La maladie d’Alzheimer est une pathologie dégénérative qui entraine le déclin progressif des
fonctions cognitives. Elle se caractérise par trois grandes phases : la phase prodromale ou MCI (de
'anglais, Mild Cognitive Impairement) qui correspond au début de la phase symptomatique, la
phase de démence (Iégere a modérée) et la phase de démence trés sévere. Selon le stade de la
maladie, différents symptomes apparaissent tels que des troubles de la mémoire, des problémes de

langage, d’orientation, de motricité, d’agressivité et de personnalité (Figure 1.2).

Stade léger ‘

h Ty
Stade prodromal Stade modéré Stade sévere
(MCI)

e Perte de mémoire * Oublis frequents . Progression des . *SPCD multiples
objective * Perte de mémoire deficits cognitifs * Altération du sommeil
o Perte dintérét épisodique * Aphasie * Dépendance totale:
* AVQ normales * Questions répétées * Perte des fonctions habillage, alimentation,
* SPCD: apathie, éxécutives hygiéne
dépression * AVQ élémentaires
* Perte des fonctions perturbées
instrumentales * SPCD multiples
| * Anosmie ) * Soins plus importants |

Figure 1.2 : Progression des symptomes de la maladie d’Alzheimer (AVQ : Activités de la vie quotidienne ;
SPCD : Symptémes psychologiques et comportementaux des démences). Figure adaptée de Feldman et
Woodward, 2005.

A Theure actuelle, la plupart des diagnostics se basent sur I’évaluation de ces signes cliniques et sur
des tests neuropsychologiques rendant difficile un diagnostic précoce précis (McKhann ez al., 2011
Castellani e7 a/., 2010). Habituellement, il se passe en moyenne un a deux ans entre I’apparition des
premiers troubles et 'annonce du diagnostic.

Des techniques d’imagerie médicale peuvent étre également utilisées afin de déceler des atrophies
de certaines zones du cerveau (Mattson, 2004). Cependant, la mise en évidence des lésions
cérébrales (dégénérescences neurofibrillaires et plaques séniles) qui permettrait d’établir un

diagnostic certain, ne peut étre faite que post-mortem.



1.1 La maladie d’Alzheimer

1.1.4 Les lésions cérébrales

1.1.4.1 Les dégénérescences neurofibrillaires

Les dégénérescences neurofibrillaires (DNF), également
appelées enchevétrements neurofibrillaires sont des agrégats
de protéines tau hyperphosphorylées, retrouvés au sein des
neurones (Figure 1.3) (Weingarten ez al., 1975). Ces lésions ne

sont pas spécifiques a la maladie d’Alzheimer. En effet, elles

peuvent  étre  observées dans  d’autres  maladies -
neurodégénératives telles que la maladie de Pick, la démence  Figure 1.3 : Microphotographie des

fronto-temporale avec Parkinsonisme liée au chromosome 17 dégénérescences  neurofibrillaires

ou encore le syndrome de Down. Ces maladies sont Visualisées par immunomarquage

avec des anticorps anti-DNF
(LaFerla ez al., 2005).

regroupées sous le terme de « tauopathies » (Sergeant ef al,
2005).

La protéine tau appartient a la famille des MAP (Microtubule-Associated Proteins). Elle est
responsable de I'assemblage et de la stabilisation des microtubules ; composants essentiels du
cytosquelette des neurones. Elle se compose de 352 a 441 acides aminés et possede plus de 80 sites
potentiels de phosphorylation au travers de ses résidus sérine, thréonine et tyrosine. La

phosphorylation de ces derniers régule I'interaction de la protéine tau avec les microtubules.

A Tétat pathologique, une hyperphosphorylation de la protéine est observée entrainant sa

dissociation des microtubules (Buée ez a/., 2000).

Tau and Microtubule

Cela a pour conséquence de compromettre la — meoubiessos

stabilisation et le fonctionnement de ces derniers.

L’hyperphosphorylation de la protéine tau »

. , N cdis/p2s  (Kinases)
conduit également a un changement csge i : ————
conformationnel de la protéine, favorisant son

agrégation sous forme de paires de filaments

hélicoidaux (PHFs) (Figure 1.4). L’accumulation T
de ces PHFs entraine une perturbation de la ‘ o
stabilité des neurones, ce qui mene a Ialtération uuy;ﬂ Ji:\t,\”,\
du systeme de transport des neurones et donc a la &Oow‘o e J»\;
e piconiaie
mort des cellules neuronales (Brion, 1998). i :M:fp. § ‘:, [‘

tau proteins
v

Le nombre et la localisation de ces agrégats
peuvent  étre  utilisés  pour  déterminer  Figure 1.4: Représentation schématique de la
Pavancement de la maladie d’Alzheimer  formation des dégénérescences neurofibrillaires.

(Arriagada ez al., 1992 ; Nelson ez al., 2009). Figure adaptée de Querfurth et LaFerla, 2010.
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1.1.4.2 Les plaques séniles

Les plaques séniles, également appelées plaques amyloides & Py
correspondent a des agrégats extracellulaires de protéines ‘

organisées en fibrilles. Le constituant majoritaire de ces

plaques est le peptide amyloide B (AB) (Figure 1.5) (Glenner

-~
et Wong, 1984). Elles sont retrouvées majoritairement dans ' v
! 125
I’hippocampe ; point de départ de la maladie d’Alzheimer et e -

dans le cortex cérébral. Figure 1.5 : Microphotographie des
Ces Iésions ne sont pas spécifiques a la maladie d’Alzheimer.  plaques séniles visualisées —par

En effet, des plaques amyloides peuvent étre également immunomarquage avec des
observées pour la maladie a corps de Lewy, la maladie de  anticorps anti-AB42  (LaFerla et
Huntington ou encore les maladies a Prion. Cependant, les ~ Oddo, 2005).

protéines impliquées dans la formation des fibres amyloides sont différentes dans les deux derniers

cas notamment.

L’implication des peptides amyloides § dans le développement de la maladie d’Alzheimer a
longtemps été débattue dans la littérature. En effet, pendant de nombreuses années, le premier
responsable de la cascade dégénérative a longtemps été sujet a controverse : dégénérescences
neurofibrillaires ou plaques séniles (Mudher et Lovestone, 2002) ? A I’heure actuelle, la question
n’est pas totalement élucidée. Cependant, ’hypothese retenue est celle de la cascade amyloide qui

place 'accumulation des plaques séniles au premier rang (Hardy et Allsop, 1991).

1.1.5 La cascade amyloide

L’hypothese de la cascade amyloide propose que les dépots amyloides observés chez les patients

atteints de la maladie d’Alzheimer soient a l'origine de la formation des dégénérescences
neurofibrillaires et de la mort des cellules neuronales, suite 2
une dérégulation dans le métabolisme des peptides AR
(Figure 1.6) (Hardy et Selkoe, 2002).

Les peptides AB proviennent du clivage d’une protéine
membranaire appelée APP (Amyloid Precursor Protein). La
mise en évidence de mutations au niveau du géne codant
cette dernicre et au niveau de deux autres genes codant pour
deux protéines dénommées présénilines 1 et 2 (PS1 et 2);
protéines impliquées dans le clivage de la protéine APP
confirme cette hypothese et notamment pour les formes
familiales de la maladie d’Alzheimer (cf. encadré) (Hardy,

1997). Pour les formes sporadiques de la maladie, la
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1.1 La maladie d’Alzheimer

production anormale du peptide A serait due a des modifications au niveau de certains génes qui
interviennent dans la dégradation du peptide AR ; un des plus mentionnés étant celui codant pour
I'apolipoprotéine-E  (APO-E). Les responsables de ces modifications seraient des facteurs
génétiques et/ou environnementaux tels que I’dge, les traumatismes craniens, les maladies
cardiovasculaires, 'obésité ou le diabéte (Aleshkov ez al., 1997 ; Dong et al., 2012 ; Reitz, 2012,
Russo et al., 1998).

Des essais de vaccination réalisés sur des souris puis sur des hommes tendent également a
confirmer cette hypothése. En effet, des souris modéles de la maladie d’Alzheimer produisant une
grande quantité de peptides AB et présentant de nombreuses plaques amyloides ont montré une
baisse de ces dernieres et une amélioration de leurs fonctions cognitives aprées avoir été immunisées
contre le peptide AR dans le but de produire des anticorps dirigés contre ce dernier (Morgan e7 al.,
2000, Schenk ez al., 1999). Les mémes résultats ont pu étre observés chez ’homme (Hock ez 4/,
2003 ; Nicoll ez al., 2003).

Cependant, malgré de nombreuses études plaidant en la faveur de cette hypothese, des limites
peuvent y étre observées. En effet, des plaques amyloides ont été retrouvées chez des patients ne
présentant aucune démence par exemple (Davis ef al, 2000). Egalement, la cascade amyloide

présente un lien direct entre les dépots |

Formes familiales Formes sporadiques
, . s s s
d amleIdes et les degeneresceﬂces Mutations des génes de APP, PS1 et Mutations du gene APO-E, facteurs
- . , Ps2 y
neurofibrillaires mais aucune des études EUE—
tentant de former des dégénérescences l’ l’
. . X Production accrue des peptides A3 Accumulation des peptides A
neurofibrillaires a partir d’une surexpression
d’AB  n’ont abouti. De plus, aucune v ' 4
. . Oligomérisation et dépots des
corrélation ne peut étre faite entre peplides AR en plaques
I'avancement de la maladie, la position et le l
L. . Réponse inflammatoire
ﬂombre de plaques Seﬂlles contrairement aux (Actvation des microglies et des astrocytes)
dégénérescences neurofibrillaires, et aucun l
. L, R Formation de plagues neuritiques
des traitements basés sur cette hypothese entrainant des dommages synaptiques
n’ont montré une véritable efficacité l
. Homéostasie ionique neuronale altérée
(Armstrong, 2014 ; Herrup, 2015). e

Néanmoins, au cours des années, le schéma

Perturbation de 'activité des kinases et
phosphatases conduisant 4 la formation de
dégénérescences neurofibrillaires

de la cascade amyloide est mis a jour afin

d’expliquer au mieux le déroulement de la l

. . Dysfonctionnements synaptiques,
maladie d’Alzheimer. Par exemple, ST T .

. N 5 L, , Thippocampe, deficit progressif en
contrairement a ce qu 11 a cte formule au neurotransmetteurs
départ, la toxicité des amyloides 3 ne viendrait l

Démence

pas des fibrilles mais des oligomeres
(Bucciantini e/ al., 2002 ; Cleaty ef al., 2004 ; Figure 1.6 : Hypothése de la cascade amyloide. Figure
Klein et al., 2001 ; Walsh ef al,, 2002). adaptée de Hardy et Selkoe, 2002.
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1.1.6 Du peptide AP aux fibres
1.1.6.1 Origine du peptide AB

Le peptide AB provient du clivage d’une protéine membranaire appelée APP (Amyloid Precursor
Protein). APP est une protéine transmembranaire ubiquitaire codée par un geéne situé sur le
chromosome 21. Elle est constituée de 695 a 770 acides aminés. Cependant, I''soforme majoritaire

retrouvée au sein des neurones est ’APP695 (Tanaka ez al., 1989).

Le role de la protéine APP n’est pas encore bien connu. Toutefois, de précédentes études ont
montré quelle jouerait un role dans la régulation de 'homéostasie du cuivre, dans la croissance
cellulaire et dans la communication intracellulaire (White e a/,, 1999 ; Turner ez al., 2003 ; O’brien
et Wong, 2011).

Deux voies cataboliques existent pour la protéine APP : la voie non amyloidogénique qui est
majoritaire et la voie amyloidogénique. Ces deux voies mettent en jeu des enzymes de clivage
différentes, conduisant dans le premier cas a la production de peptides non amyloides et dans le
deuxi¢me cas a la production du peptide AR (Figure 1.7).
Dans la voie non amyloidogénique, la premiere enzyme mise en jeu est I'a-secrétase. Elle coupe au
sein méme du peptide AB et libere dans le milieu extracellulaire, un fragment soluble appelé APPsa.
Le fragment restant, constitué de 83 acides aminés (appelé C83 ou a-CTF) est ensuite clivé par une
deuxieme enzyme, la y-sécrétase qui entraine la libération dans le milieu extracellulaire du peptide
P3 et dans le milieu intracellulaire, du peptide AICD (APP IntraCellular Domain).
Dans la voie amyloidogénique, la premiere enzyme mise en jeu est la B-sécrétase. Elle clive plus
loin de la membrane comparée a 'a-sécrétase, produisant ainsi un fragment soluble plus court
appelé APPsf et un fragment membranaire plus long, composé de 99 acides aminés appelé C99 ou
B-CTF et qui comprend le peptide AB. L’intervention de la y-sécrétase permet ensuite la libération
dans le milieu extracellulaire de ce dernier et dans le milieu intracellulaire, du peptide AICD comme
précédemment (Chow ez 4/, 2010).

A) Nonamyloidogenic B) Amyloidogenic
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Figure 1.7 : Catabolisme de la protéine APP. A) La voie non amyloidogénique. B) La voie amyloidogénique
(O’Brien et Wong, 2011).
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1.1 La maladie d’Alzheimer

1.1.6.2 Le peptide AR

Selon le site de clivage de la y-sécrétase, AR peut étre constitué de 38 a 43 acides aminés. Cependant,
AB40 et AB42 sont les majoritaires (Figure 1.8).

Gly-Ala-Ile-Ile-Gly-Leu-Met-Val-Gly-Gly-Val-Val**-Ile-Ala*?

Figure 1.8 : Séquence primaire du peptide AB42. La partie violette correspond a la partie
C-terminale hydrophobe du peptide.

A TIétat physiologique, AB40 représente 90% environ de la population des amyloides contre 10%
pour AB42. A I'état pathologique, une augmentation de la quantité d’AB342 est observée (Cardenas-
Aguayo e al., 2014 ; Iwatsubo ez al., 1994 ; McGowan et al., 2005).

AB est un peptide amphiphile avec une partie N-terminale (1-28) hydrophile et une partie C-
terminale (29-38/43) hydrophobe qui correspond a la partie transmembranaire de la protéine APP.
Selon la longueur de la chaine peptidique, les caractéristiques de solubilité et de fibrillation de
chaque peptide seront différentes. En effet, a ’état physiologique, AB40 adopte une forme
relativement soluble en milieux aqueux comparée a AB42 qui forme rapidement des fibrilles
insolubles (Naslund e a/., 1994). Toutefois, la concentration en peptides, le pH, le solvant ou la
présence d’ions métalliques par exemple, sont autant de parameétres qui peuvent influencer le
phénomene d’agrégation (Barrow ef a/,1992 ; Etienne ez al., 2007 ; Hane e# al., 2013 ; Kobayashi ez
al., 2015).

1.1.6.3 Chemin d’agrégation du peptide A

Comme il I’a été mentionné précédemment, les peptides AR possedent la capacité de s’auto-agréger.
Ils peuvent ainsi tres facilement former des dimeres puis des oligomeres qui peuvent ensuite a leur
tour s’associer et former des fibrilles puis des fibres ; principaux composants des plaques amyloides.
L’agrégation est permise suite a un changement conformationnel des peptides qui adoptent une
structure en feuillets § a la place d’'une structure désordonnée ou hélicoidale (Serpell, 2000). Ce
changement conformationnel peut étre expliqué a I'aide du concept développé par Bryngelson, J.
(1995) et Wolynes, P.G. (1995) dans les années 90 qui décrit le repliement d’une protéine selon un
paysage énergétique. En effet, ce dernier présente selon un schéma simplifié toutes les
configurations géométriques qu’une protéine peut adopter en fonction de leur énergie (Figure 1.9).
Le paysage énergétique des peptides amyloides se présente sous la forme d’un entonnoir. Le haut
correspond a toutes les conformations désorganisées du peptide. Ces conformations sont
nombreuses et de haute énergie puisqu’aucune structure susceptible de stabiliser le peptide n’est

présente. Le fond de 'entonnoir quant a lui, correspond a la forme native du peptide qui possede
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une plus faible énergie. Ainsi, a 'aide de liaisons intramoléculaires puis intermoléculaires, le peptide

va pouvoir passer de sa structure désorganisée vers sa structure native qui est de plus basse énergie.

folding
intermediates

Energy

- ®
amorphous
aggregate

amyloid fibrils

A

Intramolecular contacts Intermolecular contacts

Figure 1.9 : Représentation schématique du paysage énergétique pour le repliement et 'agrégation d’une

protéine (Jahn et Radford, 2005).

a. Cinétique de formation des fibres

La formation des fibres se fait selon un mécanisme de croissance par nucléation qui sépare la
fibrillation en une étape de nucléation dite de latence et en une étape d’élongation (Jarrett et
Lansbury, 1993). L’étape de latence correspond au temps nécessaire pour qu’un noyau se forme,
C’est-a-dire au temps nécessaire pour que des monomeres s’auto-associent. Une fois le noyau

formé, la formation de la fibre s’effectue trés rapidement par addition de monomeres ou

d’oligomeéres a ce dernier (Figure 1.10).

12 -



1.1 La maladie d’Alzheimer
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Figure 1.10 : Cinétique de formation des fibres amyloides caractérisée par deux phases : une phase de
latence et une phase d’élongation. La premiere phase correspond a Iétape limitante. Cependant, ’ajout de

noyaux préformés peut sensiblement réduire sa durée (courbe rouge) (Kumar et Walter, 2011).

b. Caractérisation des fibres

Les avancées dans la spectroscopie RMN du solide et dans I’analyse de diffraction des rayons X a
permis de mettre en évidence une structure en feuillets B croisés commune a toutes les fibres
amyloides (Findrich, 2007 ; Fitzpatrick ez al., 2013 ; Tycko, 2004). Cette structure se caractérise par
un empilement de brins § orientés perpendiculairement a I'axe principal de la fibre (Figure 1.11A).
Les clichés de diffraction des rayons X révelent une premicre raie perpendiculaire a I'axe de la fibre
24,8 A correspondant a la distance entre deux brins 3 au sein des feuillets, et une seconde paralléle
alaxea10 A correspondant a la distance entre deux feuillets § (Figure 1.11B) (Rambaran et Serpell,
2003 ; Serpell, 2000). Cependant, cette valeur peut varier en fonction de la chaine peptidique
impliquée. Les fibres amyloides se composent de plusieurs fibrilles, chacune composée par 2 a 6
protofilaments qui s’enroulent entre eux (Jiménez e al., 2002) (Figure 1.11C). Dans le cas des fibres
formées par les peptides AB40 et AB42, il a été montré que chaque protofilament se compose de
quatre feuillets § qui s’organisent de maniere parallele (Figure 1.11D) (Blake et Serpell, 1996 ; Lithrs
et al., 2005 ; Petkova et al., 2002).

D’autres méthodes ont permis de confirmer 'organisation des fibres en feuillets 3 telles que la

spectroscopie infrarouge ou le dichroisme circulaire (Bouchard ez a/., 2000 ; Sarroukh e al., 2013).

Egalement, due a leur structure organisée en feuillets {3, les fibres amyloides peuvent étre mises en
évidence a I'aide du rouge Congo ou de la thioflavine T (Biancalana et Koide, 2010 ; Klunk et Jaco,
1999 ; LeVine, 1993 ; Sajid ¢f al., 1997).

-13 -



Les maladies neurodégénératives

%‘fﬁw

u)Z;\i
— -
O rerE—-

-~ s —
- =g | TTeEE—
- e -
e —— T .
T ——
~ I TTrES—
L P ——. —
i — T - T
T e ——
— | oUTETE——- )
\ .
" “— . - {
S — e -~ —
] — e 100 nm N
. — T - e s \\\d

Figure 1.11: Mode¢le structural des feuillets § croisés paralleles formés par les peptides AB. A) Modele
montrant le repliement des peptides Af en feuillets B paralleles : I) Modele présentant les chaines latérales.
II) Vue du dessus. 1II) Vue de face montrant que les feuillets § sont perpendiculaires a 'axe de la fibre. B)
Profil de diffraction des rayons X des fibres formées par le peptide AB40. C) Image de microscopie
électronique des fibres formées in vitro a partir du peptide AB40. D) Mode¢le structural d’un protofilament.
I) Schéma montrant le coeur de la structure d’un protofilament vue de face (selon I’axe de la fibre) et vue du
dessus. II) Feuillet B isolé montrant avec plus de lisibilité 'organisation de la fibre en feuillets B croisés.
Figure adaptée de Blake et Serpell, 1996 ; Rambaran et Serpell, 2008 ; Serpell, 2000 ; Tycko, 2004.

c. Caractérisation des oligomeéres

Comme il I'a été mentionné précédemment, une des étapes du processus de fibrillation est la
formation d’intermédiaires oligomériques solubles. De récentes études ont montré que ces derniers
adopteraient une structure commune en feuillets B antiparalleles (Cerf ef al, 2009 ; Kayed ef al.,
2003 ; Sarroukh ez al., 2011 ; Stroud ef al., 2012). Le passage de la forme oligomérique a la forme
fibrillaire se ferait donc grace a une réorientation des brins 8 de 90° (Sarroukh ez a/, 2011).
Cependant, différents types d’oligomeres ont été répertoriés dans la littérature dont certains ne
conduiraient pas a la formation de fibres (Tableau 1.1) ; les globulomeres en sont un exemple
(Haass et Selkoe, 2007 ; Roychaudhuri ez a/., 2009). Une deuxieme voie d’agrégation appelée « off-

pathway » (en opposition a celle dite « on-pathway » qui correspond a la formation des fibres
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1.1 La maladie d’Alzheimer

organisées en feuillets B paralléles) a donc été suggérée (Kumar ez a/, 2012 ; Roychaudhuri e al.,
2009).

Oligomer Physical properties Detection in Tg2576 mice Detection in humans Biological effects

Paranucleus 5 nm diameter, spheroidal, Af42  ND ND Meuronal death, redox effects
only

ADDL ~33 kDa, 5-6 nm height (AFM).  ~20-250 fmolfug at 13 and 17 =12x tin AD Neuronal death, NMDAR-dependent
AP4Z only mos. toxicity, LTP inhibition, channel

formation, memory loss

AfR*56 ~36 kDa (12-mer), prolate Ohserved by 6 mo. and stable 3.8x Tin MCH, 3.2x T in AD< Synaptic dysfunction, memory
ellipsoid, 1 nm height (AFM) between 6-13 mos. disruption, cognitive deficits

Globulomer  ~60 kDa (12-mer), formed by 0.5=2.5 nglg increase from 5-12  ~1 ngfg in AD, undetectable in LTP inhibition, binding o dendritic
Af42 in SDS mos. normals processes

ARO ~50 kDa (15-20 monomers), ND ALY siaining observed T membrane conductance, calcium
spherical vesicle with diameter of influx, apopiosis
2-5nm,

Protofibril ~5 nm diameter, beaded. ND ND Neuronal death, T EPSC.
curvilinear structure, <150 nm NMDAR-dependent toxicity, ROS
long, formed by AB40 or Af42 production, 1on channel formation,
(24-700 monomers ) calcium homeostasis disruption

Annulus Annular structure with 7-10nm ~ ND ND Pore formation

outer diameter, 1.5-2.0 nm inner
diameter, 150-250 kDa

ASPD ~150-700 kDa, ~10-15 nm ND* ND* NMeuronal death
diameter, formed by AP40 or
Ap42

Pamyball 50-100 pm diameter spheroids, ND ND ND
AP4Z only

Tableau 1.1: Différentes structures adoptées par les oligomeres A (Abréviations : ABO, AB oligomer ;
ADDL, AB-derived diffusible ligand ; ASPD, amylospheroid; B-amyball, B-amyloid ball ; EPSC, excitatory
post-synaptic currents ; NMDAR, N-méthyl-D-aspartate receptor; LTP, long-term potentiation). Extrait
de Roychaudhuri ez a/., 2009.

1.1.7 Toxicité du peptide AP

Pendant de nombreuses années, les fibres amyloides ont été considérées comme les responsables
de la toxicité (Howlett ef al., 1995 ; Pike e al., 1991 ; Roher ef al., 1991). Cependant, de récentes
¢tudes ont montré que ce serait les oligomeres qui seraient responsables des dommages observés
au cours de la maladie d’Alzheimer (Tableau 1.1) (Bucciantini e a/, 2002 ; Cleary ef al., 2004 ; Klein
et al., 2001 ; Walsh ez al., 2002). En effet, contrairement aux plaques amyloides, la concentration en
oligomeéres peut étre corrélée a 'avancement de la maladie (Lue ¢f a/, 1999 ; McLean, 1999). De
plus, les altérations pathologiques sont généralement observées avant I'apparition des plaques
amyloides (Hermann ez al, 2009 ; Kawarabayashi e /., 2004 ; Moechars ez al., 1999 ; Palop et al.,
2003). Néanmoins, en dépit de recherches intensives, les mécanismes de toxicité ne sont pas encore
bien connus. Il semblerait toutefois que leur capacité a interagir avec certains métaux et/ou les

membranes lipidiques soit déterminante.
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1.1.7.1 Implication des métaux

a. Les métaux et le stress oxydatif

Les métaux tels que le cuivre, le zinc ou le fer sont essentiels pour les organismes vivants. En effet,
il a été montré que ces derniers sont impliqués dans un tres grand nombre de processus biologiques.
Par exemple, le cuivre est nécessaire pour 'activité d’un certain nombre d’enzymes catalysant des
réactions redox. Le zinc quant a lui est impliqué dans la régulation de la transcription des genes, la
réponse au stress oxydant ou la vision et le fer, dans la respiration ou la régulation de I'expression
des genes. Cependant, ces métaux peuvent trés vite devenir dangereux s’ils s’accumulent dans
Ienvironnement. Par exemple, le fer et le cuivre peuvent générer en présence d’oxygene la
formation d’especes réactives a I'oxygene (ROS) au travers des réactions de Fenton (Figure 1.12,

Equation 4) ou d’Haber-Weiss (Figure 1.12, Equation 0).

MM+ e — M Equation 1
MN+ O, > MYU+0Oy Equation 2
M™ + Oy + HY ———» M"Y+ H,0O, Equation 3
M® + H,O, —> M®™Y+OH + OH Equation 4
20"+ 2H" " HO0:+ O Equation 5
HoO2+ Oy — OH +OH+ O, Equation 6

Figure 1.12 : Principales réactions conduisant a la production des especes réactives a 'oxygene

(MN=Cul, Fel).

La présence de ROS au sein d’une cellule entraine de nombreux dommages a travers 'oxydation

des protéines et de ’ADN et/ou de la peroxydation des lipides.

Cependant, dans des conditions physiologiques normales, 'organisme met en place des processus
de protection vis-a-vis de ces dommages oxydants. En premier lieu, ’homéostasie des métaux est
controlée afin d’éviter un excés ou a I'inverse une déficience de ces derniers qui pourrait étre tout
autant néfaste pour I'organisme. Pour ce faire, les métaux sont séquestrés et libérés uniquement a
des endroits spécifiques. En effet, des études ont montré que la répartition du cuivre et du zinc
n’est pas uniforme dans ’ensemble du cerveau par exemple (Becker ez al., 2005).

Les protéines responsables du stockage et du transport sont respectivement dans le cas du cuivre,
les métallothionéines et les « chaperonnes du cuivre » ; dans le cas du zinc, les métallothionéines et

les protéines ZnT et Zip ; et dans le cas du fer, les ferritines et les transferrines.

En second lieu, la présence d’un grand nombre d’antioxydants permet également de lutter contre

le stress oxydant. Par exemple, les superoxydes dismutases (SOD) entrainent la conversion des
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1.1 La maladie d’Alzheimer

anions superoxydes O, en H,Os et O». La catalase et la glutathion peroxydase convertissent ensuite
H>Ozen O, €t/011 H,O.

b. Les métaux dans la maladie d’Alzheimer

o Implication dans le processus de fibrillation

Dans le cas de la maladie d’Alzheimer, des quantités anormales de cuivre, de zinc et de fer ont été
retrouvées au sein des plaques amyloides et a proximité de celles-ci suite a un déreglement de
’homéostasie des métaux (Dong ef al., 2003 ; Lovell e# al., 1998 ; Miller ez al., 2006 ; Smith e al.,
1997 ; Wang ez al., 2012). Le r6le exact des ions métalliques dans le processus de fibrillation n’est
toutefois pas encore trés bien établi. De précédentes études ont suggéré que le zinc aurait une plus
forte capacité a induire I'agrégation des peptides A comparé au cuivre et aux autres métaux. En
effet, 2 pH neutre, la coordination de Zn*" avec le peptide AR conduit a la formation d’agrégats
insolubles contrairement 2 Cu®" qui entraine la formation d’espéces solubles (Miura ez a/., 2000).
Cependant, 2 pH un peu plus acide (pH6.6), Cu*" induit également la formation d’agrégats
insolubles (Atwood et al., 1998). Or, il a été observé une diminution du pH au sein du cerveau avec

I’age suite a une augmentation des processus inflammatoires.

De récentes études ont montré que la quantité anormale de zinc retrouvée au sein des plaques
proviendrait essentiellement des neurones glutamergiques. En effet, au sein du systéme nerveux
central, une grande partie du zinc est contenue a lintérieur de vésicules synaptiques. Les
transporteurs ZnT et ZIP sont responsables de la régulation de la concentration en zinc
intracellulaire : les transporteurs ZnT permettent de transférer le zinc cytoplasmique vers les
organites (vésicules synaptiques, mitochondries) ou vers le milieu extérieur si la concentration
intracellulaire est trop importante a I'inverse des protéines ZIP. Ainsi, durant I'activité synaptique
ou suite a la dépolarisation des terminaisons nerveuses des neurones contenant du zinc, ce dernier
est libéré dans la fente synaptique augmentant sa concentration d’un facteur 600 environ
(Frederickson et al., 2005).

Chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer, une augmentation de la concentration en zinc
synaptique a été observée. Cela serait la conséquence d’une surexpression du nombre de
transporteurs ZnT (Lovell e al, 2005 ; Smith et al, 2006). A linverse, la diminution de la
concentration en zinc synaptique due a la suppression du géne codant pour la protéine ZnT
entraine une réduction des plaques de 50% environ chez des souris transgéniques Tg2576 (souris
surexprimant la protéine APP) par rapport a des souris Tg2576 controles (Lee ef al, 2002). Ces
résultats suggerent donc qu’une colocalisation inhabituelle entre le zinc et les peptides A au niveau

des fentes synaptiques pourrait favoriser la formation des plaques.

Dans le cas du cuivre et du fer, les responsables de la dérégulation de ’homéostasie de ces derniers

sont moins connus. Toutefois, des variations au niveau de la quantité de certaines protéines de
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transport et/ou de stockage de ces métaux ont été observées telles que la ceruloplasmine qui est

une protéine impliquée dans le stockage du cuivre et dans le transport du fer (Shim et Harris, 2003).

L’age pourrait étre également un facteur et plus particuliérement pour le cuivre et le fer ou une

augmentation de leur concentration a été reportée selon Iage de la personne (Maynard ez a/., 2002).

o Implication des métaux dans la toxicité des peptides AP

Une autre caractéristique rencontrée chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer est une
augmentation des dommages oxydatifs au niveau des protéines, lipides et acides nucléiques,
témoignant d’un stress oxydatif important (Gella et Durany, 2009 ; Pappola ¢ al., 1992 ; Smith ez
al., 2000). Cette augmentation serait la conséquence du déreglement de ’homéostasie des métaux
et de la capacité du cuivre et du fer a former des ROS. En effet, en présence d’agents réducteurs
tels que le cholestérol ou la vitamine C, AB est capable de catalyser la réduction de Cu** et Fe’* en
Cu" et Fe’'respectivement, générant ainsi la production de peroxyde d’hydrogene (Huang e al,
1999 ; Opazo et al., 2002 ; Smith ez al., 1997). En absence d’un nombre suffisant d’antioxydants tels
que la catalase et la glutathion peroxydase, le peroxyde d’hydrogene réagit avec les ions métalliques

Cu" et Fe** pour former des espéces réactives a "'oxygene selon la réaction de Fenton par exemple.

Des modifications au niveau de certains acides aminés du peptide A tels que la tyrosine en position
10 et la méthionine en position 35 peuvent étre observées suite a la production de ROS. En effet,
il a été reporté la formation de liens covalents entre deux peptides AP au niveau des tyrosines suite
a Poxydation de ces dernieres (Atwood, 2004 ; Smith e a/, 2007). Cela a pour conséquence la
formation d’oligomeres toxiques trés stables. Il a été reporté également que la modification
oxydative de la méthionine défavorise la formation des fibres au profit d’oligomeéres solubles
toxiques (Barnham ez a/., 2003 ; Hou e# al., 2002, 2004, 2013 ; Schoneich, 2005).

De récentes études ont ouvert la voie sur 'implication des hemes dans le stress oxydant observé
au cours de la maladie d’Alzheimer. En effet, une augmentation remarquable de 250% d’hémes 4 a
été mise en évidence dans le cerveau des patients atteints de la maladie d’Alzheimer (Atamna et
Frey II, 2004). Cette augmentation serait due a la formation de complexes heme-AB. La formation
de ces complexes aurait pour conséquence une diminution de la quantité d’hemes présents au sein
des cellules ; hémes nécessaires aux processus biologiques. Cela pourrait expliquer la dérégulation
de '’homéostasie du fer, I'altération des protéines régulatrices du fer, le dysfonctionnement du
complexe IV de la chaine respiratoire et 'augmentation du stress oxydatif observés chez les patients
atteints de la maladie d’Alzheimer (Atamna, 2006 ; Hernandez-Zimbron e/ al., 2012). De plus, il a
été montré que le complexe heme-AB42 posséderait une activité peroxydase permettant de catalyser
loxydation de neurotransmetteurs, ce qui entrainerait une altération du systeme de

neurotransmission (Atamna e al., 2000).
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En présence d’ions Cu®’, le peptide AP serait capable de former un complexe héme-Cu-Ap. Cela

aurait pour conséquence d’augmenter considérablement la production de ROS (Pramanik e7 al,
2011a).

o Interactions des métaux avec le peptide AP

La mise en évidence de I'implication des métaux dans le stress oxydatif et dans I'agrégation des
peptides AP a initié de nombreuses recherches sur les interactions entre ces derniers et les peptides
AB. Les principales méthodes utilisées sont la spectroscopie de résonance paramagnétique
électronique (RPE), de résonance magnétique nucléaire (RMN) et infrarouge (IR). Il a été montré
que les sites d’interaction se situeraient au niveau des seize premiers acides aminés. De nombreuses
études ont ainsi été portées sur des peptides AP tronqués tels que le peptide AB16. Cependant,
Iutilisation de peptides tronqués ne permet pas de conclure sur I'influence du métal par rapport a

agrégation du peptide.

» Structure du complexe Cu(I)-AR et Cu()-Ap

A pH physiologique, AR forme majoritairement avec le Cu(Il), un complexe de steechiométrie 1:1
mais la coordination est dépendante du pH. En effet, a pH 7,4, deux complexes appelés

composante I et IT sont en équilibre alors qu’a pH 6,5 et pH 9, un seulement est prédominant.

Pour la composante I, le Cu(Il) est coordonné par deux histidines (His6 et His13/His14), par la
fonction carbonyle d’Aspl et par les groupements NH, terminal et carboxylate du résidu Aspl.
Pour la composante II, les groupements impliqués dans la sphére de coordination sont le
groupement NH, terminal, le groupement amide déprotoné entre Aspl et Ala2, la fonction
carbonyle d’Ala2 et le noyau imidazole d’une histidine (Figure 1.13) (Dotlet ez a/, 2009 ; El Khoury
et al., 2011 ; Trujano-Ortiz et al., 2015). Cependant, la structure de la composante II est treés discutée
dans la littérature. Certaines études proposent une coordination avec le groupement carboxylique
de Asplet les histidines en position 6, 13 et 14 (Curtain ez a/., 2001 ; Drew e al., 2009 ; Syme e? al.,
2004).

En ce qui concerne le Cu(l), les groupements impliqués dans la sphere de coordination seraient les
histidines en position 13 et 14 bien qu’une combinaison entre His6 et His13 ou His14 peut étre
également observée (Figure 1.13) (Faller ez a/, 2014 ; Trujano-Ortiz ef al., 2015). Toutefois, une
récente étude suggere que lorsque la composante II est majoritaire, le Cu(I) forme un complexe
linéaire avec une des trois histidines et le groupement amide entre Aspl et Ala2 (Trujano-Ortiz ef
al., 2015).
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Figure 1.13 : Sphere de coordination de Cu(l)- et Cu(Il)-AR (Faller e af., 2014).

» Structure du complexe Zn(II)-AB

Comme dans le cas du Cu(ll), AB forme majoritairement un
complexe de steechiométrie 1: 1 avec les ions Zn(II). Les résidus
impliqués dans la sphére de coordination seraient His6, His13 ou
14, Glul1, Asp1 ou Glu3 ou Asp7 (Figure 1.14) (Alies ez al., 2016 ;
Faller et Hureau, 2009 ; Zirah ez al, 2006). Cependant, dans le
dernier cas, il semblerait que Aspl soit privilégié bien qu’un
¢équilibre entre ligands équivalents pour une position donnée ait été
observé (Alies ez al., 2010).

» Structure du complexe Fe(I)-AB

Tres peu d’études ont été rapportées sur la coordination du Fe
avec le peptide AB. Toutefois, selon une étude RMN, les résidus
impliqués dans la sphére de coordination du Fe(Il) seraient les
trois histidines en position 6, 13 et/ou 14, ainsi que I'aspartate en
position 1 et le glutamate en position 3 (Figure 1.15) (Bousejra-
ElGarah et al, 2011).

Concernant le Fe(III), il semblerait que son affinité envers le
peptide AB soit moins forte que celle pour les ions hydroxydes

rendant ainsi difficile son analyse.
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1.1 La maladie d’Alzheimer

» Structure du complexe heme-Ap

Selon une étude menée par Pramanik e/ 4/, les résidus impliqués dans la sphere de coordination
seraient 'His13 et ’Arg5 (2011). L'implication du résidu Arg5 expliquerait 'activité peroxydase du
complexe héme-AB (Figure 1.16) (Ghosh e7 al., 2015, Pramanik ez a/., 2011b).

Args M
.-H'fiﬂdém\ Figure 1.16 : Représentation schématique
s H

de I'environnement du site catalytique du

G =
N \ complexe heme-AB (Ghosh ez al., 2015).

1.1.7.2 L’implication des lipides

a. Les lipides, composants principaux des membranes cellulaires

Les membranes cellulaires sont essentielles a la vie. Elles constituent une barri¢re entre le milieu
extracellulaire et le milieu intracellulaire d’une cellule, permettant de maintenir une composition
différente entre ces deux. Les principaux responsables de la fonction de compartimentation sont
les lipides qui représentent le constituant majoritaire des membranes. Les lipides sont des molécules
amphiphiles dotées d’une partie polaire hydrophile et d’une partie apolaire hydrophobe. Au sein
des membranes, les lipides forment une bicouche lipidique avec les parties hydrophobes au centre
afin de limiter les interactions entre ces dernieres et les molécules d’eau (Figure 1.17). Cela a pour
conséquence d’empécher le libre passage de macromolécules d’'un compartiment a un autre et de
limiter toute diffusion d’ions et/ou de molécules solubles. En effet, seules quelques molécules tres

hydrophobes sont capables de traverser la bicouche.

Néanmoins, bien que la compartimentation soit la condition sine gua non de Uexistence d’une cellule,
la survie et le fonctionnement de cette derniere nécessitent des échanges continuels de matiere et
d’information entre le milieu extracellulaire et intracellulaire. Ces échanges sont permis grace a la
présence de protéines qui représentent le second constituant majeur des membranes. Deux types
de protéines membranaires peuvent étre retrouvés : les protéines extrinseques et les protéines
intrinséques (Figure 1.17). La proportion lipide/protéine dépend fortement de la fonction de la
cellule. Par exemple, la gaine de myéline des axones contient 70% de lipides et 30% de protéines

environ alors que la membrane des organites contient environ 30% de lipides et 70% de protéines.

Egalement, des glucides sont présents au niveau des membranes et plus particulierement au niveau
de la face extracellulaire. Ils ne se retrouvent jamais libres mais liés a des protéines ou des lipides

sous forme de glycoprotéines ou glycolipides respectivement. I.’ensemble de ces résidus glucidiques
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forme le « cell coat » et a pour role de protéger les membranes, de faciliter la reconnaissance entre

cellules et 'adhésivité entre elles (Reitsma ez al., 2007).

Protéine canal

(protéine de transport) Milieu extracellulaire Gluckdes

Protéine globulaire Glycoprotéine

Bicouche
phospholipidique

Cholestérol Phospholipide
Protéine transmembranaire protéine de sufdee

Glycolipide (structure globulaire)
Protéine périphérique

Protéine transmembranaire

(structure en hélice alpha) )
Filaments de cytosquelette Cyonlasme Chaines hydrophobes

Figure 1.17 : Représentation schématique d’une membrane cellulaire selon le modele de la mosaique fluide
fait par Singer et Nicolson qui décrivent la membrane comme une bicouche lipidique a laquelle viennent

s’associer de différentes fagons des protéines et des glucides (1972).

Trois familles de lipides peuvent étre retrouvées au sein d’une membrane cellulaire : les
glycérophospholipides plus communément appelés phospholipides, les sphingolipides et les stérols
(Berg ¢t al., 2002).

R: Choline, Setine,

Téte
= Ethanolamine. ..

membranes cellulaires. Ils dérivent du glycérol par estérification  pokire

Les glycérophospholipides sont les plus répandus dans les =

en position 3 par un dérivé de I'acide phosphorique et en position

1 et 2 par des acides gras. De nombreux acides gras peuvent entrer
dans la constitution des membranes. Ils different par la longueur
de leur chaine carbonée, ainsi que par le nombre et la position de Queue
. . N . , apolaire 7
leurs insaturations. De méme, la nature du substituant fixé sur

I’acide phosphorique définit la nature du phospholipide. Parmi les

plus courants, peuvent étre cités la phosphatidylcholine, la

phosphatidyléthanolamine, la phosphatidylsérine, le Figure 1.18 : Représentation
phosphatidylglycerol et le phosphatidylinositol (Figure 1.18 et

schématique d’un
Tableau 1.2). glycérophospholipide.
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Groupement polaire Nom du lipide Charge
-H Acide phosphatidique Négative
-CH2CH:N*(CHs)3 Phosphatidylcholine Zwittérionique
-CH>CH2NH5* Posphatidyléthanolamine Zwittérionique
-CH>,CHNH;"COO- Phosphatidylsérine Négative
-CH,CHOHCH,OH Phosphatidylglycérol Négative
-HCsHs(OH)s Phosphatidylinisitol Négative
-CH,CHOHCH> Cardiolipine Négative

Tableau 1.2 : Principaux glycérophospholipides avec leur groupement polaire associé (Berg e al., 2002).

F

Sphingophospholipide Sphingoglycolipide

Les sphingolipides dérivent de la sphingosine. En effet, ils
contiennent des céramides qui sont formés a partir d’une
sphingosine liée par une liaison amide a un acide gras de
longueur et de degré d’insaturation variables. La nature du
substituant estérifié a l’alcool terminal de la sphingosine
détermine la nature du sphingolipide. Par exemple, s’il s’agit
dun dérivé phosphorylé, le sphingolipide est wun
sphingophospholipide et §’il s’agit dun glucide, le

e (R

sphingolipide est un sphingoglycolipide (Figure 1.19). Le
sphingophospholipide  le  plus  abondant est Ia Figure 1.19 : Représentation

sphingomy¢line formée a partir de la phosphocholine. schématique des sphingolipides.

Les stérols sont des molécules beaucoup plus compactes et beaucoup plus ‘
apolaires que les phospholipides et les sphingolipides. Ils dérivent du
perhydropentanophénantréne, un hydrocarbure tétracyclique. Le cholestérol

est le stérol le plus abondant dans les membranes cellulaires. 11 présente un
groupement OH sur I'un des cycles, ce qui lui confere une partie polaire lui —
permettant de s’insérer dans les bicouches (Figure 1.20). Cependant, du fait -
de sa taille, il n’occupe qu'une monocouche de la bicouche. Le cholestérol a

Figure 1.20 :

pour role de contribuer a la stabilité et au maintien de lorganisation , .
Représentation

structurelle de la membrane en régulant la fluidité de cette derniere. L
schématique du

cholestérol.

b. Interaction des peptides AP avec les lipides

11 est désormais admis que la toxicité des peptides A proviendrait de leur capacité a interagir avec
les membranes biologiques. En effet, de récentes études ont montré que les oligomeres AB sont

capables de former des pores dans les membranes cellulaires grace a leur caractére amphiphile (Arce
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et al., 2014 ; Cerf et al., 2009 ; Kagan et Thundimadathil, 2010). Cela aurait pour conséquence un
afflux rapide et incontrolé d’ions tels que les ions Ca® qui entrainerait la mort des cellules

neuronales ou qui déclencherait 'apoptose (pour plus de détails se référer au paragraphe 1.1.7.3).

Cependant, d’autres mécanismes d’interactions ont également été proposés tels que I'effet « tapis »
qui correspond a un recouvrement de la membrane ou leffet détergent qui correspond a la

dissolution de la membrane (Figure 1.21) (Williams et Serpell, 2011).

Carpeting ° Detergent

‘e Raft-like
N (0,

Binding

'
-

z

Cell

Figure 1.21: Représentation schématique des différents mécanismes possibles d’interaction entre les
peptides AB et la membrane lipidique qui pourraient expliquer la toxicité des peptides AR (Berthelot ¢z al.,
2013).

L’effet « tapis » suggere que les peptides AP interagissent avec un seul coté de la membrane
entrainant une pression asymétrique sur cette derniere. La relaxation provoque le relargage de

petites molécules.

Dans le cas de leffet détergent, il est suggéré que les peptides interagissent avec la partie
hydrophobe de la membrane entrainant la déstabilisation de cette derniere et la formation de
micelles. I’arrachement de lipides conduit a la formation de trou ou a I'amincissement de la

membrane facilitant ainsi le passage d’ions ou de petites molécules.

Egalement, il semblerait que la présence de certains domaines lipidiques dénommés « radeaux
lipidiques » favoriseraient I'interaction des oligomeres Af avec la membrane (Kawarabayashi ef a/.,
2004 ; Kim ef al., 2006 ; Yu et al., 2005). Les radeaux lipidiques sont des microdomaines enrichis en
sphingolipides et en cholestérol, ce qui leur conferent une certaine rigidité et qui leur permettent
de « flotter » sur la membrane. Leur réle est de concentrer des protéines et des lipides dans le méme
environnement. En effet, les radeaux lipidiques servent de navette de transport a la surface cellulaire
permettant de coordonner par exemple 'organisation spatio-temporelle des voies de signalisation
dans des zones sélectionnées de la membrane plasmique (Fantini e a/, 2002 ; Rushworth et
Hooper, 2011).

De précédentes études ont montré que le cholestérol jouerait un role important dans la production
des peptides AB. En fonction de sa concentration, la fluidité de la membrane est fortement affectée.

Par conséquent, s’1l est présent en grande quantité, la fluidité de la membrane est diminuée, ce qui
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favorise le clivage de la protéine APP par la B-sécrétase (Askarova et al., 2011 ; Beel ez al., 2008,
Ehehalt ez al., 2003 ; Rushworth et Hooper, 2011).

Il a également été suggéré que le cholestérol jouerait un réle dans 'oligomérisation des peptides
AB. Cependant, les avis sont trés controversés dans la littérature ; la difficulté étant de dissocier
I'influence du cholestérol sur la production des peptides AB de celle d'un effet direct sur
I'oligomérisation (Cecchi e al., 2008, 2009 ; Fantini ez al., 2013 ; Qiu et al., 2009 ; Yahi e al., 2010).

Des changements dans la composition et la concentration des gangliosides au niveau de certaines
régions du cerveau de patients atteints de la maladie d’Alzheimer ont également été mis en évidence.
L’interaction des peptides AB avec les gangliosides présents au sein des radeaux lipidiques semblent
étre une étape importante dans le mécanisme de toxicité des peptides AB. Le ganglioside GM1 a
¢été identifié comme étant un acteur potentiel dans le changement de structure secondaire des

amyloides . Cependant, le mécanisme induisant ce changement n’a pas encore été trouvé
(Bucciantini ef al., 2014 ; Choo-Smith ez al., 1997 ; Kakio, 2002 ; Mason ez al., 1992 ; Matsuzaki ez
al., 2010 ; Moti et al., 2012).

L’ensemble de ces données tendent donc a suggérer que la composition de la membrane joue un
role important dans le processus de fibrillation et dans la cytotoxicité des peptides AB. Par exemple,
les membranes présentant un nombre important de radeaux lipidiques sont plus sensibles a la
toxicité des amyloides 3 (Malchiodi-Albedi ez 2/, 2010). De plus, il semblerait que la charge des
membranes joue un réle important dans 'interaction des peptides avec la membrane et dans la
fibrillation (Bokvist ez al., 2004 ; Ege ¢t al., 2005 ; Hane ez al., 2011 ; Lin ez al., 2009 ; Tofoleanu et
Buchete, 2012 ; Yip et MclLaurin, 2001). En effet, les forces électrostatiques sont les principales
forces mises en jeu lors de I'interaction des monomeres a la membrane. De précédentes études
ont suggéré que la présence de lipides anioniques accélérerait la formation des fibres contrairement
aux lipides zwitterioniques qui la ralentirait (Sabaté e a/, 2005 ; Zhao ef al., 2004). Toutefois, les

liaisons hydrogenes semblent aussi jouer un role important lors de 'interaction (Henry ez /., 2015).

La présence de métaux peut également influencer I'interaction des amyloides 3 avec les membranes
cellulaires. En effet, des études ont montré que I’absence d’ions Zn*" ou Cu*" inhiberait I'insertion
des amyloides § au sein de la membrane pour un pH compris entre 5,5 et 7,5 (Curtain ef al., 2003).
De plus, la présence de métaux entrainerait un changement conformationnel du peptide en hélices
a, ce qui favoriserait 'insertion de ce dernier dans la membrane.

D’autres études ont montré également que le changement conformationnel induit par la présence

de métaux, diminuerait les perturbations au niveau de la membrane (Lau ez a/., 2000).
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1.1.7.3 Mécanismes de toxicité

L’ensemble de ces résultats démontrent donc Pimplication des lipides et des métaux dans la toxicité
des peptides AB. Dans la maladie d’Alzheimer, il semble maintenant admis que la mort des cellules
neuronales est principalement apoptotique (voir encadré) (LaFerla ef a/., 1995). En effet, des études
post mortem faites sur des coupes de cerveaux provenant de patients atteints de la maladie, ont

montré une sur-activation des caspases et la présence de produits de dégradation de ces derniéres

(Colurso ez al., 2003 ; Rohn ez al., 2001 ; Su et al., 2001 ;
Yang ¢ al., 1998). L’implication des peptides A@ dans
lapoptose proviendrait de différents mécanismes
suite a leur interaction avec les métaux et les
membranes lipidiques. En effet, comme il I'a été
montré précédemment, la coordination de ces
derniers avec des métaux tels que le cuivre ou le fer
favorise la production de ROS. Ces ROS peuvent
entrainer 'oxydation de lipides et donc une perte de
I'intégrité des membranes. Cela peut avoir pour
conséquence un dysfonctionnement de certaines
protéines telles que I’ATPase, mais également la
création de pores conduisant a une perte de
I’homéostasie de certains métaux tels que le calcium
par exemple (Gella et Durany, 2009). L.’augmentation
du stress oxydatif suite a la production de ROS peut
aussi entrainer un déréglement au niveau des pompes
a calcium membranaires conduisant a un afflux d’ions
Ca™ via les récepteurs ionotropiques du glutamate
(NMDA et AMPA) par exemple (Mattson, 2001 ;
Mattson et Chan, 2004).

De plus, la formation de pores dans la membrane par
les oligoméres AP peut également conduire a une

dérégulation de ’homéostasie du calcium (Demuro ez
al., 2011).

L’ion Ca* est un des messagers intracellulaires les plus
importants dans le cerveau. Il intervient dans de
nombreux mécanismes dont celui de I'apoptose. En
effet, il a ét¢ montré que l'augmentation de la
concentration en ions Ca* cytosolique peut conduire
a lactivation de caspases ou d’autres facteurs

d’induction apoptotiques, ainsi qu’a la libération du
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Brievement, I'apoptose est un mécanisme
intracellulaire de destruction de la cellule,
sans réaction inflammatoire contraitement a
la nécrose. Elle se caractérise par une
réorganisation nucléaire, des altérations de la
membrane plasmique et d’'une fragmentation
de la cellule en corps apoptotiques. Le
mécanisme apoptotique est déclenché suite a
la réception de signaux extracellulaires (voie
extrinseque) ou intracellulaires  (voie
intrinseque). Dans les deux cas, les caspases,
localisées dans le cytosol et dans I’espace
intermembranaire des mitochondties sous
forme de procaspases, sont les principaux

médiateurs de 'apoptose.

Au cours de la voie extrinseque, I'activation
des caspases se fait en réponse de la fixation
de ligands spécifiques de type cytokines sur
des récepteurs de mort (Fas, TNF, DR). Au
cours de la voie intrinseque, des pores se
membrane

forment au niveau de la

mitochondriale suite a des interactions
complexes entre des protéines de la famille
Bcl-2 qui sont situées sur la face externe de la
membrane. Cela a pour conséquence un
gonflement de la matrice qui s’accompagne
d’une augmentation du calcium cytosolique
par fuite du calcium, d’une chute du potentiel
transmembranaire de la mitochondrie, de
l'arrét de la phosphorylation oxydative et de
la libération de molécules apoptogenes telles

que le cytochrome ¢ présent initialement dans

I’espace intermembranaire mitochondrial. Le

relargage du cytochrome ¢ au sein du
cytoplasme conduit a Pactivation d’une

cascade de caspases.
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cytochrome ¢ présent dans les membranes mitochondriales (Berridge, 2010 ; Dickson, 2004 ; Magi
et al., 2016 ; Nakagawa et Yuan, 2000).

Egalement, il a été montré qu’une augmentation de la concentration en ions Ca®" dans le cytosol
peut entrainer I'activation de kinases telles que GSK3 (Glycogen synthase kinase 3) ou les MAP-
kinases (Mitogen-activated protein kinases) (I.aFerla, 2002 ; Takashima, 20006). Ces kinases sont des
protéines responsables de la phosphorylation de la protéine tau. Ainsi, une sur-activation entraine
I’hyperphosphorylation de la protéine et donc, entraine la mort des cellules neuronales. L activation
de kinases peut aussi conduire a ’activation de facteurs de transcription impliqués dans le processus
d’apoptose tels que le p53 (Ohyagi e7 al., 2005).

L’activation de 'oxyde nitrique synthase neuronale (nNOS) a également été observée suite a un
excés d’ions Ca’"au sein des mitochondries (Querfurth et LaFerla, 2010 ; Paul et Ekambaram,
2011). Cette enzyme est responsable de la production de radicaux NO' qui apres réaction avec Oz
forment I’anion peroxynitrite ONOO, anion impliqué dans la cascade réactionnelle conduisant a

la mort neuronale par apoptose ou nécrose.

Il a aussi été remarqué chez les personnes atteintes de la maladie d’Alzheimer, une augmentation
des phénomenes inflaimmatoires qui accentue le stress oxydant et donc la toxicité générale
(McAlpine et Tansey, 2008 ; Meraz-Rios e al., 2013 ; Rubio-Perz et Morillas-Ruiz, 2012 ; Wang e#
al., 2015). En effet, une augmentation des protéines pro-inflammatoires telles que les protéines
appartenant au complément, les cytokines, les chemokines ou les cyclooxygénases ont été
observées au niveau du cerveau de patients atteints de la maladie. I.’augmentation de ces derniéres
serait due a l'activation des microglies et des astrocytes par les peptides AB. L’augmentation des
processus inflammatoires est liée a la sécrétion de ROS (Querfurth et LaFerla, 2010 ; Wang ef a/,
2004).

Néanmoins, malgré de nombreuses évidences témoignant du role que joue le peptide AR dans les
processus oxydatifs, de récentes études ont montré que ce dernier aurait a 'origine un role
protecteur. En effet, AR est une métalloenzyme. 1l serait donc synthétisé en réponse a la présence
de métaux libres afin de réduire le stress oxydant en catalysant la transformation des ions
superoxydes O, en HxO», pris en charge a son tour par d’autres systemes de dégradation (Baruch-
Suchodolsky et Fischer, 2009 ; Smith ef a/., 2007).

Par exemple, des études ont montré qu'une suppression excessive d’A est nocive pour les cellules.
De méme, Kontush a montré qu’a des concentrations physiologiques, AB40 et 42 protegent les
lipoprotéines présentes dans le liquide céphalorachidien et dans le plasma de 'oxydation (2001).
Zou et al. ont également montré que le peptide AB40 sous forme monomérique inhibe la réduction

de Fe(IIl) et donc la production d’ions superoxydes Oz (2002).

Cependant, 'augmentation du stress oxydant avec 'age, 'augmentation de la production des
peptides AP et la dérégulation de ’homéostasie des métaux viendraient compromettre sa fonction

protectrice.
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1.1.8 Approches thérapeutiques

A Theure actuelle, il n’existe malheureusement aucun traitement curatif contre la maladie
d’Alzheimer. En effet, les traitements couramment utilisés ne traitent seulement que les symptomes
de la maladie. Parmi ceux-ci, sont retrouvés des inhibiteurs des cholinestérases et des antagonistes
des récepteurs NMDA (N-Méthyl-D-Aspartate) en supplément de l'utilisation de neuroleptiques
et d’antidépresseurs. Ces derniers ont pour but de lutter contre les troubles comportementaux. Des
anti-inflammatoires non stéroidiens ou des antioxydants peuvent étre également prescrits (Feng et
Wang, 2012 ; Wang e# al., 2015)

Néanmoins, depuis quelques années, suite aux avancées faites sur les mécanismes biologiques de
la maladie d’Alzheimer, les recherches se portent sur des traitements qui cibleraient les responsables

de la neurodégénération tels que le peptide AP ou la protéine tau (Wolfe, 2002 ; Godyn ez al., 2016).

1.1.8.1 Les traitements symptomatiques

o Les inhibiteurs des cholinestérases

LLa maladie d’Alzheimer se caractérise par un important déficit d’acétylcholine ; neurotransmetteur
impliqué dans la mémorisation et dans P'attention. Le but de la stratégie ici est donc d’éviter la
dégradation de ce dernier. Pour ce faire, un des moyens est de réduire l'activité de 'enzyme

responsable de sa dégradation qui est la cholinestérase.

Sur ce principe, la tacrine (Cognex®) a été une des premieres molécules mises sur le marché.
Cependant, en raison de ses nombreux effets secondaires, elle a été tres rapidement remplacée en
faveur d’inhibiteurs de seconde génération tels que le donepzil (Aricept®), la galantamine
(Reminyl®) et la rivastigmine (Exelon®) (Birks, 2006 ; Lanctot ef al., 2009 ; Tumiatti ef al., 2010).

o Les antagonistes des récepteurs NMDA

Les récepteurs NMDA sont des récepteurs ionotropiques du glutamate. IlIs permettent 'entrée des
ions Ca®* dans la cellule via des canaux ioniques qui leur sont associés. Au cours de la maladie
d’Alzheimer, une hyper-activation de ces derniers a pu étre observée, accompagnée d’une
augmentation de la concentration intracellulaire en ions Ca”". Un taux élevé de Ca*" intracellulaire
a de nombreuses conséquences telles que 'augmentation du stress oxydatif, activation de kinases
impliquées dans la phosphorylation de la protéine tau ou l'activation de kinases et caspases

impliquées dans le processus d’apoptose de la cellule conduisant alors a la perte de neurones.

Le but de la stratégie ici a donc été de développer des antagonistes des récepteurs NMDA afin de
bloquer Iinflux de Ca** dans la cellule induit par le glutamate. Un exemple est la mémantine

(Namenda®). 1I s’agit d’un antagoniste non compétitif du récepteur NMDA permettant d’inhiber
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Iinflux prolongé d’ions Ca*'dans la cellule. Cependant, sa faible affinité envers ces récepteurs
permet de ne pas altérer la fonction physiologique de ces derniers (Lanctot ef 4/, 2009 ; Robinson
et Keating, 20006 ; Tariot ez al., 2004).

1.1.8.2 Les traitements ciblant les causes de la maladie d’Alzheimer

o Traitements dirigés contre Af

Les recherches menées dans le cadre du développement d’un traitement dirigé contre AB portent
sur différents axes. En effet, certains ont pour but de diminuer la production et/ou I'agrégation
des peptides AB, alors que d’autres ont pour but d’augmenter leur dégradation ou de diminuer les

effets toxiques.
> Les inhibiteurs des sécrétases

Les peptides Af sont issus du clivage de la protéine APP par les enzymes [3- et y-sécrétases. Ainsi,
trouver des inhibiteurs de ces dernicres a été un des premiers axes dans la recherche d’un nouveau
traitement contre la maladie d’Alzheimer (De Strooper ez al., 2010 ; Golde ez al., 2013 ; Vassar,
2014 ; Yan et Vassar, 2014).

Cependant, de nombreux obstacles ont été tres rapidement rencontrés. Dans le cas de la y-sécrétase
par exemple qui est composée de plusieurs sous unités protéiques, développer une molécule qui
agit uniquement sur sa fonction de clivage de la protéine APP et pas sur ses autres fonctions
physiologiques s’est rapidement avérée problématique (De Strooper, 2003 ; De Strooper e# al.,
1999).

Dans le cas de la B-sécrétase, les recherches se montrent plus prometteuses puisque méme si cette
enzyme est impliquée dans le métabolisme d’autres protéines, de précédentes études menées sur
des souris ont montré qu’en absence d’activité de la 3-sécrétase, les souris conservaient tout de
méme un phénotype normal (Luo ez @/, 2001). Néanmoins, le développement de nouveaux
traitements basés sur ce principe est limité. En effet, la plupart des inhibiteurs de la 3-sécrétase sont
des composés peptidomimétiques facilement hydrolysables et qui ne peuvent pas passer la barricre

hémato-encéphalique en raison de leur taille (Citron, 2004).

Des études se sont alors également portées sur "'augmentation de l'activité de 'a-sécrétase ; enzyme
impliquée dans la voie non amyloidogénique. Des résultats prometteurs ont été obtenus avec la

bryostamine (Etchebertigaray ef al., 2004).

Toutefois, bien que les inhibiteurs de sécrétases soient des stratégies thérapeutiques intéressantes,
ils ne permettent pas de réduire le nombre de plaques mais seulement de le stabiliser puisque la

production des peptides Af est bien antérieure a la détection de la maladie (Jankowsky ez a/., 2005).
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» Activateurs des enzymes de dégradation du peptide AB

Une autre approche visant a diminuer la quantité de peptides AB est d’activer les enzymes
responsables de sa dégradation. Les principales impliquées dans le catabolisme du peptide A@ sont
la néprilysine (NEP), 'enzyme de dégradation de I'insuline (IDE) et I'enzyme de conversion de
I'endothéline (ECE) (Carson et Turner, 2002). Cependant, a ’heure actuelle, peu de molécules ont
été développées car il est tres difficile de trouver un activateur qui est métaboliquement stable,
spécifique de 'enzyme visée et qui n’interfere pas avec ses autres fonctions (Checler, 1993 ; Song
¢t al., 2003 ; Pardossi-Piquard ez al., 2005).

» Immunothérapie

L’immunothérapie est une méthode visant également a diminuer la quantité de peptides Af. Son
principe repose soit sur la stimulation du systéme immunitaire par administration du peptide AB
(immunothérapie active), soit sur 'administration d’anticorps anti-A visant a activer la dégradation

de ces derniers (immunothérapie passive) (Lannfelt ez a/, 2014 ; Wisniewski et Goni, 2014).

Depuis observation faite par Schenk, D. témoignant que I'injection du peptide AB42 était capable
d’induire une réponse immunitaire et d’avoir une action préventive et curative (Schenk e a/., 1999,
2004), de nombreux essais cliniques ont été menés (Panza e al., 2014a, 2014b). De récents travaux
évoquent une nouvelle piste d'immunothérapie consistant a amplifier une population particuliere
de lymphocytes T qui régulent les mécanismes immunitaires et neuroinflimmatoires se
développant au cours de la maladie d’Alzheimer (Dansokho e a/., 2016). D’autres études se portent

également sur le développement d’anticorps ciblant particulicrement les oligomeres en raison de
leur toxicité (Hefti e al., 2013).

» Inhibiteurs de agrégation fibrillaire des peptides A

Différentes stratéoies existent afin de lutter contre lagréoation fibrillaire des peptides AB. La
g greg

premicre porte sur l'utilisation d’antiagrégants. Un candidat potentiel est le tamiprosate

(Alzhemed®). 11 a pour role d’entrer en compétition avec des éléments moléculaires

environnementaux qui favorisent I’agrégation. Dans ce cas précis, il s’agit des glycosaminoglycanes
(Aisen et al., 2007 ; Gervais et al., 20006).

L’autre stratégie porte sur I'utilisation de chélateurs de métaux puisque de précédentes études ont
montré que la présence de certains métaux tels que le zinc ou le cuivre pouvait favoriser 'agrégation
des peptides AR (Hane ef a/, 2014). Un candidat potentiel est le PTB-2 (Bush et Tanzi, 2008 ;
Adlard ef al., 2008 ; Kenche et Barnham, 2011). Il est le successeur du chélateur clioquinol qui a da

étre interrompu suite a la présence d’un groupement iode (Regland ez 4/, 2001).
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o Traitements dirigés contre tau

Les recherches menées dans le cadre du développement d’un traitement dirigé contre tau portent

principalement sur I’état de phosphorylation de la protéine et sur son agrégation.
» Inhibiteurs de kinases

Les kinases sont des enzymes impliquées dans la phosphorylation des protéines. Ainsi, de
nombreuses recherches tentent de découvrir des inhibiteurs de ces derniéres afin de réduire la

phosphorylation de la protéine tau (Bhat ez a/., 2004 ; Le Corre et al., 2006 ; Tsai et al., 2004).

» Activateurs de phosphatases

Une autre approche pour réguler la phosphorylation de la protéine tau est de suractiver les
phosphatases ; enzymes impliquées dans la déphosphorylation de la protéine tau (Igbal et Grundke-
Igbal, 2004).

> Inhibiteurs de I'agrégation de la protéine tau

Afin de lutter contre I'agrégation de la protéine tau, des recherches se portent sur la découverte
d’antiagrégants (Necula ez a/., 2005 ; Pickhardt e# al., 2005).

» Immunothérapie

Des chercheurs essayent de mettre au point un vaccin contre la protéine tau pathologique (Gu et
Sigurdsson, 2011 ; Novak, 2009).

En conclusion, de grands efforts sont faits afin d’identifier un traitement capable de guérir la
maladie d’Alzheimer. En effet, méme si aucun traitement n’a encore réussi a passer toutes les phases
cliniques, de nombreuses approches sont prometteuses donnant ainsi I’espoir que la guérison de

cette maladie n’est pas hors de portée des progres de la médecine (https://clinicaltrials.gov/).

1.1.9 Les biomarqueurs : Nouveaux outils pour diagnostiquer la maladie

d’Alzheimer ?

Les progres réalisés dans la compréhension des mécanismes se déroulant au cours de la maladie
d’Alzheimer ont permis d’identifier des marqueurs biologiques de la pathologie. Un marqueur
biologique ou biomarqueur est par définition « une caractéristique qui est objectivement mesurée
et évaluée comme un indicateur des processus biologiques normaux ou pathologiques ou de

réponses pharmacologiques a une intervention thérapeutique ».
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Comme il I'a déja été mentionné précédemment, a ’heure actuelle, le diagnostic de la maladie
d’Alzheimer ne se fait que sur des critéres cliniques ; la mise en évidence des lésions cérébrales ne
pouvant étre faite que post-mortem. Ainsi, I'utilisation de biomarqueurs apparait comme une

nouvelle avancée dans le diagnostic de la maladie.

Pour pouvoir étre appliqué a la pratique clinique, un biomarqueur doit étre fiable, sensible et
spécifique (au-dela de 80%), reproductible et provenant d’un geste facile, peu invasif et peu cotteux
(Consensus report of the working group on « molecular and biochemical markers of Alzheimer’s
disease », 1998 ; Humpel, 2011).

Dans le cas de la maladie d’Alzheimer, il existe deux types de biomarqueurs : les marqueurs
d’imagerie qui ne seront pas détaillés ici, et les marqueurs des biofluides avec notamment le liquide
céphalorachidien (LCR) (Koric e# al., 2011). Le liquide céphalorachidien est le fluide biologique le
plus utilisé dans le diagnostic des maladies neurodégénératives en raison de son contact direct avec
le cerveau. Ainsi, les modifications s’opérant au sein de ce dernier, se répercutent directement au
sein du LCR. Cependant, la méthode de collecte du LCR est un tant soit peu invasive puisqu’elle
nécessite de réaliser une ponction lombaire. Depuis quelques années, de nombreuses recherches se
portent donc sur I'identification de biomarqueurs au sein du sang ou du plasma, sachant qu'une
altération de la barriere hémato-encéphalique est observée chez les patients atteints de la maladie
d’Alzheimer et que 500 ml de LCR passent chaque jour dans la circulation sanguine d’une personne
adulte (Thambisetty et Lovestone, 2010 ; Henriksen ez a/., 2013 ; Hye et al., 2006 ; Song ez al., 2009 ;
Soares ez al., 2012 ; van Oijen ez al., 20006). Toutefois, la concentration des différents composants
est plus faible dans le sang et la corrélation entre les changements observés et la maladie

d’Alzheimer est plus incertaine.

Les biomarqueurs les plus étudiés dans le cas de la maladie d’Alzheimer sont le peptide AB42, la
protéine tau et sa forme hyperphosphorylée (Zetterberg et Blennow, 2013). L’évaluation de ces
biomarqueurs est couramment faite par dosage biochimique de type ELISA (de I'anglais enzyme-
linked immunosorbent assay) (Bull World Health Organ, 1976). Cependant, avec les avancées dans
la génomique et la protéomique, de nouveaux biomarqueurs ont été identifiés tels que les micro-

ARN et des marqueurs du stress oxydant (Sharma et Singh, 2010).

o Le peptide AR42

Comparativement a la concentration retrouvée chez une personne saine, une diminution
significative de la concentration du peptide AB42 peut étre observée au sein du LCR d’une personne
atteinte de la maladie d’Alzheimer. L’hypothese la plus couramment avancée pour expliquer cette
baisse est la séquestration du peptide au sein des plaques, empéchant son passage dans le LCR. La
sensibilité moyenne de ce marqueur pour la maladie d’Alzheimer a été estimée a 86% et la spécificité
a 89% (Blennow, 2004).
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o La protéine Tau

Comparativement a la concentration retrouvée chez une personne saine, une augmentation
significative de la concentration de la protéine tau peut étre observée au sein du LCR d’une
personne atteinte de la maladie d’Alzheimer. Cette augmentation témoigne de la dégénérescence
des cellules neuronales. En effet, tau est une protéine impliquée dans la polymérisation et la
stabilisation des microtubules. Ainsi, la destruction des cellules neuronales entraine la libération de
cette derniere dans I'espace extracellulaire. De récentes études ont montré que la concentration de
la protéine tau dans le LCR peut étre corrélée a ’évolutivité du déclin cognitif (Blennow et Hampel,
2003). La sensibilité moyenne de ce marqueur pour la maladie d’Alzheimer a été estimée a 86% et
la spécificité a 91% (Blennow, 2004). Cependant, il est important de noter que pour utiliser ce
biomarqueur a des fins diagnostiques, 'age du patient doit étre considéré (Burger née Buch ef 4/,
1999 ; Sjogren et al., 2001).

o La protéine tau phosphorylée (phospho-tau)

La fraction phosphorylée de la protéine tau se retrouve également augmentée dans le LCR d’un
patient atteint de la maladie d’Alzheimer comparé a une personne saine. De nombreux sites de
phosphorylation sont présents sur la protéine tau. Ainsi, différents tests ELISA ont été développés
pour détecter les différentes positions phosphorylées. Les plus étudiées sont les protéines phospho-
tau-181, -199, -231, -235, -396 et -404. Quelles que soient celles qui sont étudiées, toutes présentent
une augmentation dans le LCR des patients atteints de la maladie d’Alzheimer. La sensibilité
moyenne de ce marqueur pour la maladie d’Alzheimer a été estimée a 81% et la spécificité a 91%
(Blennow, 2004).

En conclusion, chaque biomarqueur pris séparément est capable d’apporter son aide dans le
diagnostic de la maladie d’Alzheimer. Cependant, la combinaison de deux ou trois biomarqueurs
permet d’augmenter la sensibilité et la spécificité a des valeurs supérieures a 90% (Blennow, 2004).
Egalement, de récentes études ont montré que la combinaison de ces biomarqueurs pourrait
différencier le stade précoce de la maladie d’Alzheimer du stade avancé avec une sensibilité allant
de 83 a 87% et une spécificité allant de 72 a 96% (Andreasen et Blennow, 2005 ; Hansson ez al.,
20006, Mattsson et al., 2009). La découverte d’autres biomarqueurs tels que le peptide AB40 pourrait
améliorer la précision du diagnostic entre les différents stades de la maladie (Hansson ez a/., 2007 ;
Shoji, 2002). Toutefois, il semblerait que l'utilisation de ces biomarqueurs a des fins diagnostiques
ait un plus grand intérét pour la forme précoce de la maladie d’Alzheimer, c’est-a-dire pour les
patients dont la maladie a commencé avant I’age de 65 ans. En effet, des études ont montré que les
valeurs seuils pour les différents biomarqueurs seraient mieux définies chez les patients plus jeunes
par rapport a ceux plus agés, ou les valeurs semblent se recouper (Bouwman ez @/, 2009). Les

hypotheses avancées sont I'aspect multifactoriel des démences du patient agé et la présence
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fréquente de 1ésions de la maladie d’Alzheimer chez des patients qui a leur déces, étaient encore
cognitivement intacts. Ces données contribuent donc a poursuivre les recherches afin d’identifier

de nouveaux biomarqueurs.

Conclusion :

La maladie d’Alzheimer est une des maladies neurodégénératives les plus répandues dans le
monde et est la cause principale de démence. Elle se caractérise par la formation
d’enchevétrements neurofibrillaires et de plaques séniles. Les enchevétrements
neurofibrillaires sont dus a 'agrégation de la protéine tau alors que les plaques séniles sont

dues a I'agrégation de peptides A.

Une des hypothéeses permettant d’expliquer la maladie est la cascade amyloide qui fait
intervenir 'accumulation des peptides A en premier lieu. De nombreux mécanismes y sont
mis en jeu impliquant les métaux ou les lipides par exemple qui influenceraient
laugmentation du stress oxydant. Les phénomenes inflammatoires semblent également

jouer un role important. Toutefois, de nombreuses zones d’ombre sont encore présentes.

A Theure actuelle, aucun traitement curatif n’existe. Cependant, la compréhension des
mécanismes mis en jeu dans la maladie d’Alzheimer ouvre de nouvelles perspectives dans le

développement de nouveaux traitements.
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1.2 La maladie a corps de Lewy

1.2.1 Impacts sociaux économiques

La maladie a corps de Lewy (MCL) ou démence a corps de Lewy est la seconde cause de démence
apres la maladie d’Alzheimer. Elle représente 15 a 25% des cas de démence et touche

principalement les personnes agées de plus de 70 ans. Pourtant, cette maladie est encore souvent

inconnue du grand public.

1.2.2 Historique

Durant plusieurs années, les signes histopathologiques de la
maladie a corps de Lewy ont été assimilés a ceux de la maladie
de Parkinson. En effet, en 1912, Friedrich Lewy ; un collegue
d’Alois Alzheimer met pour la premicre fois en évidence la
présence d’inclusions cellulaires intra cytoplasmiques au
niveau de la substance noire du cerveau de patients atteints
de la maladie de Parkinson (région participant au controle
moteur) (Figure 1.22). Le nom de « corps de Lewy » est donné
a ces inclusions en 1919 par Konstantin Tretiakoff (Holdorff
¢t al., 2013). En 1923, Friedrich Lewy rédige un rapport
mentionnant que 54/70 cas étudiés atteints de la maladie de
Parkinson présentent des aliénations mentales mais sans
mentionner un lien avec les inclusions cellulaires. En 1933,
un rapport rédigé par Brain mentionne que la maladie de
Parkinson ne s’associe pas nécessairement avec un déclin
cognitif. En 1961, Okasaki et ses collegues décrivent la
présence de corps de Lewy au sein du cortex cérébral de deux
patients qui ne peuvent étre dissociés de ’état de démence
des patients contrairement a la maladie de Parkinson. Il s’agit
de la premiere description de la maladie a corps de Lewy.
Cependant, il faudra attendre les années 80 pour que les
rapports portant sur les corps de Lewy avec atteinte corticale
n’augmentent suite au développement de nouvelles méthodes
de coloration permettant de mieux mettre en évidence ces

derniers (Holdorff, 2002). De nombreux termes sont alors

Figure 1.22: Corps de Lewy:
inclusions intracellulaires
1-6:

noyau dorsal du nerf vague. 7-10 :

¢éosinophiles. cellules du
cellules du noyau paraventriculaire

et de la substantia innoniata.
Coloration de Mann (1-6+8) et
coloration de mallory (7+9-10).
Image extraite de Lewy, 1912.

(Holdotff e al., 2013).

utilisés pour décrire le déclin cognitif engendré par les corps de Lewy mais en 1995 au cours d’un

consortium, le terme de « démence a corps de Lewy » est choisi et les criteres diagnostiques y sont

précisés.
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1.2.3. Diagnostic

La maladie a corps de Lewy est une pathologie dégénérative qui entraine le déclin progressif des
fonctions cognitives. Elle se caractérise principalement par des troubles de la mémoire, du
comportement, de Porientation et des hallucinations visuelles récidivantes. S’y ajoute également un
syndrome parkinsonien avec des troubles moteurs. Cependant, ces symptomes fluctuent
énormément d’un jour a l'autre. Comme pour la maladie d’Alzheimer, une phase prodromale
correspondant a un stade intermédiaire entre les fonctions cognitives normales et la démence peut
étre définie.

A TPheure actuelle, la plupart des diagnostics se basent sur I’évaluation de ces signes cliniques et sur
des tests neuropsychologiques (McKeith e# @/, 2005). Des techniques d’imagerie peuvent étre
également utilisées (Kondo e a/, 2016 ; Tateno ez al, 2009). Cependant, la fluctuation des
symptomes ainsi que leur variété (troubles cognitifs, psychiatriques et neurologiques) rendent
difficile le diagnostic. De plus, le recoupement des symptomes avec la maladie d’Alzheimer et la
maladie de Parkinson ne facilite pas sa distinction clinique.

Seule la mise en évidence post mortem des corps de Lewy permet d’établir un diagnostic certain.

1.2.4. Les 1ésions cérébrales

La maladie a corps de Lewy se caractérise principalement 3 2 : &
par la présence de corps d’inclusion qui correspondent a e Cong

des agrégats intracellulaires de protéines organisées en NS .

fibres amyloides. Le constituant majoritaire de ces derniers
est I'a-synucléine. Selon la forme et la localisation des
corps d’inclusions, deux types peuvent étre identifiés : les : )
corps de Lewy et les neurites de Lewy (Gémez-Tortosa e Y ; T g
al., 2000). Figure 1.23 : Microphotographie des
Les corps de Lewy correspondent a des agrégats  corpsde Lewy et des neurites de Lewy
d’apparence sphérique principalement localisés dans le — obtenue par immunomarquage de I'o-
péricaryon des neurones. Deux types peuvent étre synucléine (Olanow et Brundin,
différenciés : les corps de Lewy classiques situés dans le 2013).

tronc cérébral et les corps de Lewy corticaux situés dans le néocortex. Les premiers se composent
d’un cceur dense tres éosinophile entouré d’un halo alors que les seconds ne présentent pas d’halo
et leur contour est moins bien défini.

Les neurites de Lewy quant a eux sont d’apparence filiforme et se retrouvent principalement au
niveau des axones (Figure 1.23).

Ces lésions ne sont pas spécifiques a la maladie a corps de Lewy. Elles peuvent étre observées dans

d’autres maladies neurodégénératives telles que la maladie de Parkinson, latrophie multi-
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systématisée et la dysautonomie pure. Ces maladies sont regroupées sous le terme de

« synucléinopathies ».

Egalement, outre la présence de corps d’inclusions, des plaques amyloides similaires a celles de la
maladie d’Alzhzeimer peuvent étre retrouvées au sein du cerveau, ainsi que parfois, des

encheveétrements neurofibrillaires.

1.2.5 I’agrégation de ’u-synucléine, un facteur clé dans le développement

de la maladie

Bien que la cause exacte de la maladie a corps de Lewy est encore inconnue, plusieurs études
tendent a montrer que I'agrégation de I'a-synucléine joue un role clé dans le développement de la
maladie ainsi que dans les troubles qui lui sont associés. En effet, des mutations au niveau du géne
SNCA ont été identifiées comme étant la cause des formes héréditaires de la maladie a corps de
Lewy ou de la maladie de Parkinson (Kim ef @/, 2014). Ces mutations entraineraient une
augmentation de 'expression de la protéine ou favoriseraient son agrégation. Cependant, quelle est
la place des plaques amyloides dans le développement de la maladie ? Le lien entre les corps de
Lewy et les plaques amyloides n’a pas encore été identifié. Toutefois de récentes études suggerent
que les peptides AR favoriseraient 'agrégation de l'a-synucléine (Deramecourt e al, 2006 ; Obi ez
al., 2008 ; Pletnikova ef al., 2005).

1.2.6 De Pa-synucléine aux corps d’inclusion

1.2.6.1 L’x-synucléine

L’a-synucléine est une protéine ubiquitaire codée par le gene SINCA situé sur le chromosome 4.

Elle se compose de 140 acides aminés et peut étre divisée en trois régions :

- Une partie N-terminale amphiphile (1-60) qui comporte des répétitions imparfaites
d’une séquence de 11 acides aminés ; chacune de ces régions contenant un motif Lys-
Thr-Lys-Glu-Gly-Val propice a la formation d’hélice o (Davidson e# al., 1998).

- Une partie centrale hydrophobe (61-95) qui contient également des répétitions de 11
acides aminés contenant le méme motif que précédemment. Cette région est importante
dans le phénomene d’agrégation et est souvent dénommée NAC (de l'anglais Non

Amyloid Component).

- Une partie C-terminale (96-140) riche en résidus acides et en prolines.
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A Détat physiologique, I'a-synucléine adopte une structure désordonnée soluble lui permettant
d’interagir avec de nombreuses molécules suite a sa flexibilité conformationnelle. En effet, il a été
trouvé que cette derniere serait impliquée dans le trafic vésiculaire des synapses, de appareil de
Golgi ou du réticulum endoplasmique, dans le métabolisme de la dopamine et dans les mécanismes
de protection des cellules (Bendor e al, 2013). Cependant, 'ensemble de ses fonctions

physiologiques reste encore peu connu.

En fonction de 'environnement dans laquelle elle se trouve, 'a-synucléine est capable de former
des hélices a ou des feuillets B (Davidson ¢# al., 1998 ; Uversky, 2007).

1.2.6.2 Chemin d’agrégation de Pa-synucléine

Le processus d’agrégation de P'a-synucléine est similaire a celui des amyloides. En effet, suite a un
changement conformationnel passant d’une structure désordonnée ou hélicoidale a une structure
en feuillets B, les protéines a-synucléine s’associent entre elles pour former des dimeéres, puis des
oligomeres et des fibres. La région impliquée dans les feuillets 8 est la région NAC (Chen ef al.,
2007 ; Giasson et al., 2001 ; Miake ez al, 2002 ; Rodriguez ef al., 2015, Serpell ez al., 2000). La
formation des fibres amyloides se fait selon un mécanisme de croissance par nucléation (pour plus
de détails, se référer au paragraphe 1.1.6.3) (Wood 7 al., 1999).

Des modifications post-traductionnelles influencant 'oligomérisation ont été remarquées sur les
protéines a-synucléine telles qu'une troncature de la partie C-terminale ou la phosphorylation des
serines en position 129 et 87. La concentration en protéines, le pH, la nitration ou la présence

d’ions métalliques par exemple peuvent également jouer sur 'oligomérisation. (Uversky, 2007).

1.2.7 Toxicité de ’a-synucléine

Comme dans le cas de la maladie d’Alzheimer, les fibres ne seraient pas les formes les plus toxiques
mais ce seraient les oligomeres malgré que les mécanismes de toxicité ne soient pas encore tres bien
connus. Comme pour les autres oligomeres amyloides, ils adoptent une structure en feuillets {3
antiparalleles (Celej e al., 2012). Différentes pistes pour expliquer la cytotoxicité sont suggérées
dont la plupart semblent montrer une altération des mécanismes dans lesquels la protéine est
impliquée suite a son changement conformationnel. Par exemple, les oligomeres forment des pores
au sein des membranes plasmiques, entrainant un afflux de calcium au sein des cellules et donc leur
mort via le déclenchement du processus apoptotique (Danzer ez al., 2007 ; Hashimito ez al., 2003).
La présence de radeaux lipidiques favoriserait I'interaction des oligomeéres d’a-synucléine avec la
membrane (Fortin e al, 2004). Egalement, les oligomeres interférent dans la transmission
synaptique en altérant I'exocytose et la libération des neurotransmetteurs (Nemani ez al., 2010 ;

Scott ¢t al., 2010). De la méme maniere, ils bloquent le trafic vésiculaire de I'appareil de Golgi et du
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réticulum endoplasmique (Thayanidhi ez @/, 2010). Une diminution de lactivité du complexe I,
protéine de la chaine respiratoire est également observée conduisant a une augmentation du stress
oxydant (Hsu ez a/, 2000). De plus, 'oligomérisation de Pa-synucléine altérerait le protéasome et le
lysosome ; systemes de dégradation. En effet, dans des conditions pathologiques, 'a-synucléine est
poly-ubiquitinée. I.’ubiquitination d’une protéine dans des conditions physiologiques, a pour role
de marquer les protéines qui doivent étre dégradées par le protéasome. Cependant ici, la-synucléine
se lie avec le protéasome, ce qui conduit a la formation de fragments tronqués propices a
l'agrégation suite a une dégradation incomplete (Lee ez al., 2008 ; Nonaka ef a/., 2005). Dans le cas
des lysosomes, les oligomeres altéreraient leur membrane, affectant ainsi leurs fonctions (Cuervo
et al., 2004).

De récentes études ont montré que la-synucléine extracellulaire jouerait également un réle dans
les processus de toxicité. En effet, il a été montré que les oligomeres toxiques peuvent étre éliminés
de la cellule par exocytose entrainant une augmentation des processus inflammatoires mais ils
peuvent étre également transférés a d’autres cellules par endocytose (Lee ef al, 2014 ; Marques et
Outeiro, 2012).

1.2.8 Approches thérapeutiques

A Theure actuelle, il n’existe malheureusement aucun traitement curatif contre la maladie a corps
de Lewy mais seulement des traitements symptomatiques. Effectivement, les principaux
traitements administrés aux patients sont des inhibiteurs des cholinestérases pour réduire les
troubles cognitifs, des antidépresseurs pour lutter contre les troubles psychiatriques et des agents
dopaminergiques pour lutter contre les troubles moteurs (Zupancic ef al., 2011). Cependant, ces
traitements peuvent avoir des effets secondaires importants puisque les inhibiteurs des
cholinestérases peuvent par exemple aggraver les troubles parkinsoniens et les agents

dopaminergiques peuvent aggraver les symptomes psychiatriques a forte dose.

Néanmoins, depuis plusieurs années, les recherches se portent sur des molécules permettant de
diminuer la production ou 'agrégation de I'a-synucléine (Crews ez al, 2009 ; Lindstrém ez al., 2013 ;
Zang et al., 2015).

1.2.9 Les biomarqueurs de la maladie a corps de Lewy, une approche

nouvelle dans le diagnostic différentiel

La maladie a corps de Lewy est une maladie neurodégénérative qui présente des symptomes
communs a la maladie d’Alzheimer et a la maladie de Parkinson. Un diagnostic différentiel entre

ces maladies est donc difficile et notamment au stade prodromal ot le recoupement des symptomes
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est accentué. L’identification de biomarqueurs de ces maladies apparait donc comme une nouvelle

perspective dans I'aide au diagnostic.

Les principaux biomarqueurs étudiés sont les peptides AB40 et 42, la protéine tau, la protéine tau

hyperphosphorylée et 'a-synucléine.

o Les peptides AB40 et 42

Comparativement a la concentration retrouvée chez une personne saine, une diminution
significative de la concentration du peptide AB42 peut étre observée au sein du LCR d’une personne
atteinte de la maladie a corps de Lewy (MCL), comme c’était le cas pour la maladie d’Alzheimer
(MA). Cependant, au stade prodromal, les patients MCL ne présentent pas de diminution d’A342
contrairement aux patients MA (Bousiges ef al., 2016 ; Kanemaru ez al., 2000). Concernant les
patients atteints de la maladie de Parkinson, ils présentent une concentration du peptide plus élevée
que les patients MCL et MA (Andersson ez al., 2011).

Egalement, par rapport a des patients controles, une diminution de la concentration en AB40 est
observée chez les patients MCL contrairement aux patients MA ou la valeur reste stable. Par contre,
au stade prodromal, les patients MCL ne présentent pas de diminution d’AB40 contrairement aux
patients MA ou la quantité est augmentée.

Le ratio AB42/AR40 reste donc inchangé au cours de la maladie a corps de Lewy contrairement a

la maladie d’Alzheimer ou il est diminué (Bousiges ez a/., 2016).

o La protéine tau

Comparativement a la concentration retrouvée chez une personne saine, aucune variation
significative ne peut étre observée pour la protéine tau contrairement a la maladie d’Alzheimer ou
une augmentation est observée (Bousiges ef al., 2016 ; Kanemaru ez a/, 2000). Concernant les
patients atteints de la maladie de Parkinson, il semblerait qu’ils présentent une concentration de la

protéine encore plus faible que les patients MCL (Mollenhauer ¢z a/., 2005 ; Parnetti e al., 2008)

o La protéine tau phosphorylée

De la méme maniere que la protéine tau, aucune variation n’est observée chez les patients MCL
contrairement aux patients MA ou une augmentation est observée (Bousiges ¢7 a/., 2016 ; Parnetti
et al., 2008). Concernant les patients atteints de la maladie de Parkinson, il semblerait qu’ils
présentent une concentration de la protéine encore plus faible que les patients MCL (Andersson ez
al., 2011).
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o L’a-synucléine

Les résultats pour 'a-synucléine sont tres controversés dans la littérature. En effet, certaines études
montrent une diminution de sa concentration au sein du LCR des patients MCL alors que d’autres
suggerent une augmentation (Kapaki ez a/, 2013, Kasuga e/ al, 2010). De méme, concernant
lutilisation de ce biomarqueur dans le diagnostic différentiel entre la maladie a corps de Lewy et la
maladie d’Alzheimer (Kasuga ez a/., 2010 ; Noguchi-Shinohara ef al, 2009 ; Reesink e al, 2010 ;
Tateno et al., 2012 ; Wang et al., 2015). Par contre, il semble établi que ce biomarqueur ne peut pas
étre utilisé dans le diagnostic différentiel avec la maladie de Parkinson (Mollenhauer ez 4/, 2008 ;
Tateno ez al., 2012).

En résumé, les patients atteints de la maladie a corps de Lewy présentent un profil différent par
rapport a la maladie d’Alzheimer et la maladie de Parkinson puisqu’au stade prodromal, aucun
profil pathologique ne peut étre observé et au stade démence, seule une diminution de la quantité
d’AB42 apparait (Tableau 1.3). L’utilisation des biomarqueurs apparait donc comme un nouvel outil
d’aide au diagnostic différentiel. Néanmoins, selon les études, des variations peuvent étre
observées. Les raisons envisagées pour expliquer ces variations sont des contaminations par le sang
des échantillons, la sélection des sujets ou des modifications au niveau de la méthode et en

particulier sur le choix des anticorps (test ELISA).

Pathologie Maladie a corps de Maladie d'Alzheimer Maladie de
Biomarqueur Lewy Parkinson
MCI Démence MCI Démence

Btz « | “a “a N

AB40 P W P > -

Tau <> “«> o~ P \1—>
Phospho-tau «—> «—> P o~ \1—>

-QV: 41 - H
a-synucléine W N “a

Tableau 1.3 : Comparaison des principaux biomarqueurs présents au sein du liquide céphalorachidien entre

la maladie a corps de Lewy, la maladie d’Alzheimer et la maladie de Parkinson.

“—* Niveau normal par rapport a des patients controles ; A Augmentation ; Diminution ;
“a Faible diminution
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Conclusion :

La maladie a corps de Lewy est la deuxieme cause de démence dans le monde. Elle se
caractérise principalement par la formation de corps de Lewy. Le constituant majoritaire de

ces derniers est I'a-synucléine.

Il s’agit d’une maladie tres difficile a diagnostiquer, notamment dans les premiers stades en
raison du recoupement de ses symptomes avec la maladie d’Alzheimer et la maladie de
Parkinson. Cependant, I'identification d’un profil différent entre ces maladies au niveau des
biomarqueurs du LCR ouvrent de nouvelles possibilités dans le diagnostic différentiel et

dans Pétablissement de nouvelles stratégies thérapeutiques.
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1.3 La sclérose en plaques

1.3.1 Impacts sociaux économiques

La sclérose en plaques touche environ 2 millions de personnes dans le monde. Elle représente la
maladie neurodégénérative la plus fréquente chez les jeunes: 70% des cas présentent des
symptomes des I'age de 20 ans, trés peu avant 16 ans (5%) ou apres 40 ans (10%). Selon les zones
géographiques, la prévalence n’est pas la méme (Fromont ez a/., 2010 ; Milo et Kahana, 2010). En
effet, les pays d’Europe du Nord et d’Amérique du Nord sont plus touchés contrairement aux pays
d’Asie, d’Amérique du Sud et d’Afrique. Ainsi, bien que les causes de la maladie ne soient pas
encore ¢élucidées, ces résultats suggerent que les facteurs environnementaux et génétiques jouent

un role important (Milo et Kahana, 2010).

1.3.2 Historique

Les premicres descriptions de la sclérose en plaques — A) B)
datent du XIX¢éme siecle bien qu’au XIVéme siecle, un
cas probable de sclérose en plaques ait été décrit chez
une femme viking. Jean Cruveilhier et Robert Carswell
sont les premiers a représenter les lésions
caractéristiques de la maladie (Figure 1.24). En 1863,
Eduard Rindfleisch met en évidence une inflammation
de la substance blanche et évoque la possibilité que
cette inflimmation soit responsable de la
démyélinisation. En 18606, le terme «sclérose en
plaques » est utilisé pour la premicre fois par Alfred
Vulpian, en remplacement du terme « sclérose en iles
ou en taches » utilisé par Jean Cruveilhier. Et ce n’est

quen 1868, qu’une description claire et précise des Figure 1.24 : Illustrations des Iésions de

la sclérose en plaques faites par Jean
Cruveilhier (A) et Robert Carswell (B)

(Compston, 20006).

lésions est faite par Martin Charcot. En effet, suite a son
observation de coupes de cerveau et de moelle épiniere,
il mentionne la présence de 1ésions réparties sous forme
de plaques. Ces lésions se caractérisent par un durcissement des tissus d’ou I'adoption du terme
« sclérose en plaques » pour décrire cette maladie. Egalement suite a Pautopsie qu’il a faite sur une
de ses servantes qui présentait des tremblements différents de ceux observés par James Parkinson,

il a établi pour la premicere fois une corrélation anatomo-clinique.
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1.3.3 Diagnostic

La sclérose en plaques est une maladie inflammatoire du systeme nerveux central. Selon les régions
touchées par l'inflammation, des troubles moteurs, visuels, génito-urinaires, cognitifs et/ou de
I’équilibre peuvent étre observés.

A T’heure actuelle, aucun biomarqueur biologique de la maladie n’existe. Le diagnostic de la maladie
repose donc uniquement sur des critéres cliniques et paracliniques, ainsi que sur I’élimination de

toutes autres causes pouvant expliquer les symptomes (Tableau 1.4) (Polman, 2005, 2010).

Critéres Oui/ Commentaires
Non
Signes ou symptomes

neurologiques

1 compatibles avec une Si « non », il ne s’agit pas d’une sclérose en plaques.
atteinte du systeme

nerveux central

2 Age de début entre 20 et Sile début est en dehors de cette tranche d’age, le diagnostic reste
40 ans possible, mais est moins probable.

L’une des 2 lésions peut n’étre mise en évidence que par 'IRM
et/ou les PE. $’il n’existe qu’une seule lésion cliniquement (sans
autres 1ésions infracliniques apres IRM et PE), le diagnostic n’est

« défini » qu’avec les critéres 4+7+9.

Existence d'au moins
3 deux lésions (I'une
s'exprimant cliniquement)

Fxistence d'au moins Sl n’y a qu’une poussée clinique, ou s’il s’agit d’une forme d’emblée
xistence d'au mo . . . P s
4 d ssées progressive, le diagnostic n’est « défini » qu’avec les critéres 3 (+6 et
eux poussée 3
p éventuellement 8) +7+9.

Nature évocatrice de Certains ¢éléments cliniques, tels que NORB unilatérale, OIN ou
5 certains symptomes ou paresthésies élaborées du tronc, quoique non spécifiques, peuvent
signes cliniques par leur nature méme renforcer le diagnostic clinique.

L’IRM est anormale en montrant un ou plusieurs hypersignaux en
T2 : a) ce qui contribue au critere 3 ; b) ce qui apporte des
6 IRM anormale arguments propres, quoique non formels, si les hypersignaux sont
typiques (périventriculaires, avec certains prenant le gadolinium) ; c)
ce qui élimine certains autres diagnostics.

Un LCR inflammatoire contribue au diagnostic, surtout si I'un des 2
critéres 3 ou 4 manque. Un LCR normal n’élimine pas le diagnostic.

7 LCR inflammatoire . . . . o .
La ponction lombaire n’est pas indispensable si les criteres 12 6 et 9
sont présents.
3 Potentiels évoqués (PE) Surtout utiles pour étayer le critere 3, s’il y a absence de plusieurs
anormaux lésions cliniques et/ou radiologiques.
9 Elimination d'autres Par la clinique, PIRM et un bilan biologique (en particulier
diagnostics immunologique et, éventuellement, vasculaire et infectieux).

Tableau 1.4 : Criteres diagnostiques de la sclérose en plaques.
Tableau repris d’un cours de médecine donné a luniversité Pierre et Marie Curie

(www.chups.jussieu.fr/polys/neuro/pathoneuro/POLY. TDM.html)
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1.3.4 Les lésions cérébrales

La sclérose en plaques se caractérise par la présence de plaques de démyélinisation. Ces plaques
sont le résultat de la destruction de la myéline des axones suite a des réactions d’inflammation. La
myéline est une membrane biologique qui a pour role de protéger les axones et d’accélérer la vitesse
de propagation de Iinflux nerveux. Elle se compose majoritairement de lipides (70%) et de
protéines (30%). Les axones entourés de myéline constituent la substance blanche.

Ainsi, une destruction de la myéline entraine une altération de la conduction nerveuse et donc
Papparition de différents symptomes selon les régions du cerveau touchées.

Au début de la maladie, une régénération compléte de la myéline peut étre observée. Cependant,
au cours du temps, la cicatrisation se fait moins bien et une détérioration voire une destruction des

axones est observée (Figure 1.25).

1. Démyélinisation légere 2. Remyélinisation et 3. Démyélinisation plus 4. Atteinte de I'axone
cicatrisation | sévere

Figure 1.25 : Physiopathologie de la sclérose en plaques (Blin, 2011).

1.3.5 Formes cliniques évolutives de la maladie

Selon les patients, la sclérose en plaques peut évoluer de manicre différente. Quatre formes
évolutives ont été caractérisées: la forme récurrente-rémittente, la forme secondairement
progressive, la forme progressive primaire et la forme progressive avec poussées (Lublin ez al,
2014).

La forme récurrente-rémittente correspond a ’évolution la plus courante chez les patients atteints
de sclérose en plaques. Elle se caractérise par l'alternance de poussées et de phases de rémission
(Figure 1.26). Les poussées se définissent par 'apparition, la réapparition ou laggravation en
quelques heures ou quelques jours de troubles neurologiques suite a la destruction de la gaine de
myéline. Le temps entre deux poussées est de minimum 30 jours. Au cours des phases de rémission,

les symptomes peuvent complétement disparaitre ou au contraire laisser des séquelles selon si la
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gaine de myéline est completement restaurée ou non. Cependant, lorsque la perte axonale devient
trop importante, la maladie évolue vers une forme secondairement progressive (dans 50% des cas

environ).

La forme secondairement progressive apparait généralement aprés 15 années d’une forme
récurrente-rémittente. Au cours de cette forme, les phases de rémission se font de plus en plus
rares entrainant une progression continue des troubles neurologiques, sans retour donc a I’état

neurologique antérieur (Figure 1.26).

Parfois, il peut arriver que la maladie soit d’emblée progressive, sans poussées et sans phases de
rémission donc. Des phases plateau peuvent étre toutefois observées mais elles ne permettent que
des améliorations mineures des symptomes. 1l s’agit de la forme progressive primaire (Figure 1.26).

Elle se retrouve principalement chez les patients qui déclarent la maladie apres I’age de 40 ans.

Une derniere forme peut étre identifiée. Il s’agit de la forme progressive avec poussées qui est une
variante de la forme progressive primaire. En effet, cette forme se caractérise de la méme maniere
par une progression de la maladie des le début mais auxquelles des poussées avec ou sans
récupération peuvent s’ajouter. Ainsi, entre deux poussées, la progression des symptomes se

poursuit contrairement a la forme récurrente-rémittente (Figure 1.26).

A handicap

;Forme rémittente
Figure 1.26: Evolution des troubles
Secondolrement neurologiques au cours du temps pour les
o Progresshe différentes formes de la sclérose en

plaques  (figure  extraite du site

. ‘ Primitivement WWWw.mipsep.org).
progressive

avec poussées
surajoutées

temps

1.3.6 L’origine de la maladie, un dysfonctionnement immunitaire

Les mécanismes précis de la formation des plaques ne sont pas encore totalement compris.
Cependant, le systtme immunitaire joue un role certain dans le développement de la maladie
puisque des études ont montré la présence de lymphocytes T et de lymphocytes B au sein des

lésions de la sclérose en plaques (Frohman ez /., 2006 ; Lassmann ez al., 1994).
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L’hypothese soutenue a I'heure actuelle est une activation anormale des cellules immunitaires
(lymphocytes T et B plus particulierement) par des virus, des facteurs environnementaux et/ou des
facteurs génétiques (Lipton ez /., 2007 ; Milo et Kahana, 2010). La sur-activation de ces cellules
entraine leur passage au niveau du systéme nerveux central via une altération de la barri¢re hémato-
encéphalique, ce qui déclencherait 'activation d’autres éléments du systéme immunitaire dirigés
contre la myéline. En effet, les lymphocytes T produisent des cytokines qui activent les
macrophages et les cellules microgliales, responsables de la dégradation de la myéline et les

lymphocytes B produisent des anticorps spécifiques dirigés contre la myéline également (Frohman
et al., 2000).

Au cours des phases de rémission, la remyélinisation s’effectue grice aux oligodendrocytes.
Cependant, au cours du temps, ces derniers sont détruits par les lymphocytes T et les cytokines.
Une gliose astrocytaire qui correspond a une prolifération d’astrocytes est alors mise en place. Les
astrocytes sont responsables des dépots cicatriciels retrouvés au niveau des Iésions. Toutefoils, de

la méme maniere, ces derniers peuvent étre attaqués par les lymphocytes.

1.3.7 Approches thérapeutiques

A Theure actuelle, il n’existe malheureusement aucun traitement curatif. En effet, les seuls
traitements utilisés permettent de réduire les symptomes et le développement de la maladie. Selon
la forme évolutive de la maladie, trois types de traitements peuvent étre donnés aux patients : des

traitements contre les poussées, des traitements de fond et des traitements symptomatiques (Inglese
et Petracca, 2015 ; Tullman, 2013).

o Traitements contre les poussées

Les traitements contre les poussées représentent les premicres stratégies thérapeutiques
développées contre la sclérose en plaques. Ils mettent en jeu principalement des corticoides qui
permettent de réduire la durée des poussées. Cependant, ils n’ont aucun effet sur les séquelles

éventuellement laissées et sur la prévention de nouvelles poussées.

o Traitements de fonds

Les traitements de fonds regroupent les immunomodulateurs, les immunosuppresseurs et les
anticorps monoclonaux. Ils ont pour but de réduire la fréquence des poussées ainsi que le nombre

de 1ésions cérébrales.
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Parmi les immunomodulateurs sont retrouvés les interférons 3 (Weinstock-Guttman ef al., 2008).
Ils permettent de diminuer P'activation des lymphocytes T. Ils sont généralement administrés aux
patients qui présentent une forme rémittente-récurrente de la maladie.

Parmi les immunosuppresseurs est retrouvé la mitoxantrone (Scott et Figgitt, 2004). Elle permet
de réduire la prolifération des lymphocytes et est administrée aux patients qui présentent une forme
rémittente-récurrente tres active de la maladie.

Et parmi les anticorps monoclonaux, le Natalizumab est retrouvé (Gunnarsson et al., 2011). 11
permet le blocage de Tentrée des lymphocytes dans le systeme nerveux central. Il s’agit des
traitements les plus récents. Ils sont administrés dans les formes récurrente-rémittente trés actives

de la maladie.

o Traitements symptomatiques

Les traitements symptomatiques ont pour but d’améliorer le quotidien des patients en soulageant

les différents symptomes observés tels que la spasticité, les paresthésies ou les douleurs.

Conclusion :

La sclérose en plaque représente la maladie neurodégénérative la plus fréquente chez les
jeunes entre 20 et 40 ans. Elle se caractérise par la destruction des gaines de myéline suite a
des processus inflammatoires. Les processus de démyélinisation conduit a une altération

axonale qui entraine de nombreux troubles moteurs, visuels, cognitifs. ..

Lorigine et les mécanismes de cette maladie sont encore tres flous. Ainsi de nombreuses
recherches tentent d’en percer les secrets afin de pouvoir développer des traitements

efficaces puisqu’a ’heure actuelle, aucun traitement curatif n’existe.
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2.1 Introduction

2.1 Introduction

La spectroscopie vibrationnelle a longtemps été destinée a I’étude de composés organiques.
Envisager de 'appliquer au domaine de la biologie était donc presque impensable. Néanmoins, les
méthodes de spectroscopie vibrationnelle d’absorption infrarouge et de diffusion Raman sont
devenues des outils incontournables aujourd’hui dans ce domaine. Elles doivent principalement
leur succes aux avancées techniques quil y a eu dans les années 70 avec par exemple le
développement des interférométres pour la spectroscopie infrarouge ou la commercialisation des
lasers pour la spectroscopie Raman qui permettent d’améliorer la sensibilité de ces dernieres.

La spectroscopie est une méthode basée sur linteraction de la maticre avec une onde
électromagnétique. Cette interaction peut engendrer différents phénomenes tels que I'absorption,
I’émission ou la diffusion de la lumicre. Les ondes électromagnétiques peuvent étre représentées
sous la forme d’un spectre en fonction de leur longueur d’onde, de leur fréquence ou de leur énergie

(Figure 2.1). Ces différents parametres peuvent étre reliés selon I’équation 2.1.

E=hv= hC//l Equation 2.1

E représente I’énergie du rayonnement électromagnétique en Joule (J), h la constante de Planck
(6.626 x 107 J.s), v la fréquence en Hz, c la vitesse de la lumiére (3x 10° m.s™) et A la longueur

d’onde en m.
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Figure 2.1 : Spectre électromagnétique.

En fonction de I’énergie des ondes électromagnétiques mises en jeu, différents phénomenes

peuvent étre observés. Au cours de ce travail, les spectroscopies IR, Raman et UV-visible ont été
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les principales méthodes utilisées. Les spectroscopies IR et Raman permettent d’étudier la matiere
au travers des vibrations moléculaires (Larkin, 2011 ; Schrader, 1995).

Une molécule peut se modéliser comme un ensemble d’oscillateurs liés les uns aux autres. Ainsi,
Iexcitation d’un des oscillateurs entraine I'excitation de tous les oscillateurs. Cependant, les
oscillations se produisent d’une manicre bien précise. En effet, une molécule a n atomes ne possede
que 3n degrés de liberté dont trois se réferent aux mouvements de translation et 3 (ou 2) aux
mouvements de rotation dans le cas d'une molécule non linéaire (ou linéaire). Les degrés de liberté
restants dits modes normaux se comptent donc au nombre de 3n-6 pour une molécule non linéaire
et 3n-5 pour une molécule linéaire. Deux types de modes normaux peuvent étre retrouvés : les
vibrations d’élongation (stretching, v) et les vibrations de déformation (bending, 8). Les vibrations
d’élongation impliquent des modifications au niveau de la longueur des liaisons. Elles peuvent étre
symétriques (vs) si la symétrie moléculaire est conservée ou antisymétriques (va), si elle ne P'est pas.
Les vibrations de déformation quant a elles impliquent des variations au niveau de ’angle de liaison
qui peuvent avoir lieu dans le plan ou en dehors du plan. La figure 2.2 présente les modes de

vibration fréquemment rencontrés en spectroscopie vibrationnelle.

Modes d’élongation Modes de déformation
[
o
£ ™ N\ /
w A3
@ L
]
- ¥
Cisaillement (Scissoring) Rotation pure (Rocking)
L /
e
- @ ®
& + + + -
Antisymétrique Balancement (Wagging) Torsion (Twisting)

Figure 2.2 : Modes de vibration du groupement CHz Les fleches indiquent les mouvements respectifs des
atomes. + et — indiquent des mouvements opposés perpendiculaires au plan moléculaire. Figure adaptée de

Chalmers, 2011.

Dans chaque mode normal, chaque atome vibre en phase avec la méme fréquence mais avec une
amplitude qui lui est propre. Cependant, les fréquences de vibration dépendent fortement des
forces agissant sur les atomes individuels, prenant donc en considération linfluence de
Ienvironnement avec par exemple les liaisons non covalentes. Cela permet d’obtenir une signature
caractéristique pour chaque molécule et donc d’obtenir des informations sur la composition

moléculaire, la structure et/ou les interactions au sein d’un échantillon.
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2.2 La spectroscopie infrarouge

2.2.1 Principe

La spectroscopie infrarouge permet d’étudier la composition moléculaire d’'un échantillon au
travers de ses liaisons chimiques. Cette méthode consiste a envoyer sur Péchantillon un
rayonnement électromagnétique dans la gamme de longueur d’onde de I'infrarouge allant de 0.8 a
1000 pm, soit de 12500 2 10 cm™ dont trois zones peuvent y étre distinguées : I'infrarouge proche
(0.8-2.5 um, soit 12500-4000 cm™), linfrarouge moyen (2.5-25 um, soit 4000-400 cm™) et
linfrarouge lointain (25-1000 um, soit 400-10 cm™). Le champ électrique induit par 'onde
¢lectromagnétique peut interagir avec le moment dipolaire d’un constituant moléculaire présent au
sein de I’échantillon. Lorsque la fréquence de champ est en accord avec la fréquence de vibration
d’un mode normal de la molécule, I'interaction créée entraine la vibration de certaines liaisons et

I'absorption de I’énergie de 'onde excitatrice correspondante.

Ainsi, un spectre infrarouge représente I'absorbance « A » en fonction de la longueur d’onde « A »,

exprimée généralement en nombre d’onde « v ». A et v peuvent étre reliés selon ’équation 2.2 :
v =10%*/Aavecvencm” et A en um Equation 2.2

Selon la loi de Beer-Lambert, 'absorbance est directement liée a la composition de I’échantillon

par I’équation 2.3 :
A=Ye¢lc Equation 2.3

Avec ¢ la concentration de Iespéce i exprimée en mol.LL", & le coefficient d’absorption molaire

exprimée en L.mol™.cm™ et ], la longueur du trajet optique exprimée en cm.

2.2.2 Instrumentation

2.2.2.1 La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier

Depuis les années 70, il n’est plus question de partler de spectroscopie infrarouge mais de
spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) puisque les spectrometres actuels sont
équipés d’interférometres. Cela a pour but d’améliorer la sensibilité de la méthode et de réduire le
temps de mesure de quelques heures a quelques secondes. En effet, grace aux interférometres, il
est possible d’observer simultanément ’ensemble des fréquences d’une zone spectrale définie
contrairement aux anciens spectrometres qui utilisaient un monochromateur et ou il n’était possible
que d’enregistrer 'absorbance nombre d’onde par nombre d’onde et ce, jusqu’a avoir balayé
complétement la zone spectrale voulue. La réduction du temps de mesure permet ainsi d’augmenter

la qualité des spectres grace a I'acquisition et a la moyenne de plusieurs scans.

L’interférometre le plus utilisé est I'interférometre de Michelson (Chalmers et Dent, 20006). 11 se

compose d’une lame séparatrice et de deux miroirs ; I'un étant fixe et autre mobile. La lame
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séparatrice a pour role de diviser le rayonnement infrarouge émis par la source en deux faisceaux.
Idéalement, 50% du rayonnement est transmis au miroir mobile et 50% est réfléchi vers le miroir
fixe (Figure 2.3.A). Chacun de ces deux faisceaux est ensuite réfléchi par le miroir correspondant
vers la lame séparatrice ou ils sont a nouveau divisés ; une partie traverse ’échantillon et atteint le
détecteur et une autre est réfléchie en direction de la source.

Siles deux miroirs sont a égale distance de la lame séparatrice, aucune différence de chemin optique
n’est observée. L’énergie lumineuse atteignant le détecteur est donc maximale. Par contre, lorsque
le miroir mobile se déplace, les chemins optiques deviennent inégaux. Une différence de chemin

optique & est alors observée par un déplacement x = 8/2 du miroir.

A) Miroir fixe
I

Miroir mobile

.
Source
T Echantillon

B) Détecteur

Lame séparatrice

B(¥) ()

Spectre Interferogramme

vi=1/A :le
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<
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Figure 2.3 : A) Principe d’un spectromeétre a transformée de Fourier. B) Interférogramme obtenu a partir
d’une source monochromatique. Le passage au spectre est permis grace a une transformée de Fourier. C)

Interférogramme obtenu a partir d’une source polychromatique. Figure adaptée de Chalmers et Dent,
2006.

Dans le cas ou la source émettrait un rayonnement monochromatique d’une longueur d’onde A,

I'intensité 1(8) du signal arrivant au détecteur est maximale lorsque la différence de chemin optique
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d entre les deux faisceaux est un multiple entier 8 = nA (avec n = 0, 1, £2...) de la longueur
d’onde. L’interférence entre les deux faisceaux est constructive. Par contre lorsque 6 = (2n+1)1/2,
Iinterférence entre les deux faisceaux est destructive ; lintensité passe alors par 0. Le signal
enregistré par le détecteur est donc une variation sinusoidale de I'intensité en fonction de la position
du miroir (ou du temps) puisque ce dernier se déplace a vitesse constante le long de son axe. Cela
correspond a l'interférogramme (Figure 2.3.B). Cependant, un spectre infrarouge est présenté sous
la forme d’une intensité en fonction d’une fréquence. Afin d’effectuer le changement d’espace, un

calcul mathématique appelé transformée de Fourier est appliqué.

Dans le cadre d’'un rayonnement monochromatique, I'application d’une transformée de Fourier
donne lieu a une simple raie a une longueur d’onde A (ou nombre d’onde v) (Figure 2.3.B). Mais en
spectroscopie infrarouge, la source utilisée est une source polychromatique continue.
L’interférogramme enregistré correspond donc a la somme de toutes les variations sinusoidales
observées pour chaque fréquence (Figure 2.3.C). Le point d’intensité maximale de
linterférogramme correspond au point ou toutes les ondes sont en phase ; c’est-a-dire ou la
différence de chemin optique est nulle. La transformée de Fourier de 'interférogramme donne lieu
a un spectre simple faisceau. Afin d’obtenir un spectre infrarouge, deux interférogrammes sont
enregistrés ; un qui est pris sans échantillon et un qui est pris avec ’échantillon. Le but d’enregistrer
un spectre sans échantillon est de minimiser les contributions externes provenant du milieu
environnant. Chacun des interférogrammes est ensuite transformé en spectre simple faisceau a
l'aide de la transformée de Fourier. Le spectre infrarouge de I’échantillon est obtenu suite au ratio

des deux spectres (Figure 2.4).

Pour une source polychromatique, I'interférogramme peut étre exprimé comme suit :

1(6) = [*7 B (¥)cos(2n67) dv Equation 2.4
Et le spectre comme suit :

B(¥) = [ 1(8)cos(2nsv) ds Equation 2.5

Avec 1(8) représentant I'intensité du rayonnement arrivant au détecteur, 8 la différence de chemin
optique et B(V) une fonction représentant le spectre.

Mathématiquement, la transformée de Fourier n’est exacte que si I'intégration est effectuée sur la
totalité de I'intervalle de variation de 8, soit de -00 a +00. Cependant, les enregistrements ne sont
faits que sur un intervalle limité de 8, et donc sur une durée limitée. Cela a pour conséquence de
transformer des raies infiniment étroites (Figure 2.3.B) en des bandes de largeur 2 mi-hauteur 0.6/x.
Ainsi, afin de pouvoir différencier correctement deux bandes, il faut au minimum mesurer
Pinterférogramme sur une distance x=1/d avec d, la distance entre les deux bandes a différencier.
C’est ce qui détermine la résolution spectrale. Par conséquent, plus le parcours du miroir mobile

est grand, plus la résolution est augmentée.

_54 -



La spectroscopie vibrationnelle

Interférogramme Spectre simple faisceau
référence e référence
C.%)
i 034
-
FT E =
8
£ ..
§
e
e
o Spectre d’'absorbance
de I'échantillon
ot ossh
P = £ = % 5
o
o
£ ool
£ .
i
sl
Interférogramme - Spectre simple faisceau 3
échantillon . échantillon st

FT

Transmitance

Figure 2.4 : Représentation schématique des différentes étapes nécessaires a la génération d’un spectre

FTIR. Figure adaptée de Gaigneaux, 2004.

2.2.2.2 La microspectroscopie infrarouge et 'imagerie infrarouge

La haute sensibilité et la haute précision des spectrometres FTIR a permis d’étendre le champ
d’application de la spectroscopie infrarouge a Iéchelle microscopique via le couplage des
spectrometres FTIR aux microscopes (Chalmers, 2011). Le montage de ces systemes dans lesquels
les chemins optiques du rayonnement visible et du rayonnement infrarouge sont colinéaires
lorsqu’ils arrivent au niveau de Iéchantillon permet de visualiser, délimiter et mesurer des zones
bien précises d’un échantillon. En effet, les objectifs de microscope infrarouge sont dotés
d’ouverture donnant des résolutions spatiales de 'ordre de quelques microns a plusieurs dizaines
de microns suivant 'ouverture utilisée ; la résolution spatiale pouvant étre définie comme la
capacité a mesurer le spectre d’un objet sans que des objets placés hors du champ de 'ouverture
viennent contaminer le spectre. De plus, les microscopes sont généralement connectés a des
plateformes motorisées permettant de se placer de maniere trés précise a un endroit de échantillon

donné.

Deux modes d’enregistrements sont utilisés. Le premier qui correspond a la microspectroscopie
infrarouge, consiste a diviser en pixels une zone a analyser et d’enregistrer un par un les spectres
infrarouges au niveau de ces derniers. A partir de ces données, des cartes en fausses couleurs
pourront étre créées montrant la différence d’intensité d’une bande spectrale par exemple. Les
détecteurs généralement utilisés pour cette méthode sont de type photoélectrique comme les
détecteurs MCT (Mercure Cadmium Tellure) ; c’est-a-dire qu’ils générent une différence de

potentiel par 'absorption de photons. I’utilisation de ce type de détecteur nécessite de réduire
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Pouverture du microscope afin de ne pas saturer ce dernier. Cependant, afin d’obtenir une bonne
résolution spatiale, il est nécessaire de réduire au maximum l'ouverture, ce qui sous-entend donc
également une diminution du rapport Signal/Bruit (S/B) du spectre. De plus, lorsque 'ouverture
utilisée est proche de la radiation infrarouge (2.5 a 25 um pour I'infrarouge moyen compris entre
4000 et 400 cm™), le spectre est distordu en raison des effets de diffraction (Lasch et Naumann,
2000). Ainsi, la résolution spatiale avec ce type de détecteur est généralement de 'ordre de 30 a 40

pum.

L’arrivée sur le marché d’un nouveau type de détecteur, le FPA (Focal Plane Array), constitué de
plusieurs milliers de petits capteurs indépendants disposés en réseau a permis d’améliorer la
résolution spatiale en mettant en place un nouveau systeme de mesure appelé imagerie. En effet,
chaque capteur de taille plus petite que la limite de diffraction est capable de collecter les données
sur une région spécifique de ’échantillon. Ainsi, la résolution spatiale est seulement limitée a la
limite de diffraction, c’est-a-dire aux alentours de 10 pm. De plus, un des autres avantages de cette
méthode est le temps de mesure qui est considérablement réduit puisque des milliers de spectres

peuvent étre collectés en méme temps.

Cependant, au cours de ces dernieres années, I’exploitation des photons infrarouges dans les centres
de rayonnement synchrotron a suscité un grand intérét dans le développement notamment de la
microspectroscopie infrarouge. En effet, comme il I'a déja été mentionné précédemment, un des
désavantages de la microspectroscopie infrarouge est sa faible résolution suite principalement au
fait que si 'ouverture du microscope est trop faible, peu de lumiere passe et donc la qualité du
spectre est faible. C’est a ce niveau que la lumicre synchrotron porte son avantage. En effet, bien
que le flux total de photons émis par une source synchrotron soit plus faible que celui émis par un
corps noir (type Globar ; source la plus couramment utilisée dans l'infrarouge moyen), la brillance
de la source est quant a elle deux a trois ordres de grandeur supérieur a celle d’une source classique
en raison de la faible divergence angulaire du faisceau (Williams, 2002). Ainsi, pour toute ouverture
utilisée en dessous de 40 pum, l'utilisation de la lumicre synchrotron présente un réel avantage
(Figure 2.5).
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Figure 2.5 : A) Intensité du signal infrarouge enregistré a 'aide d’un microscope infrarouge confocal équipé

d’un détecteur MCT et d’une source synchrotron ou Globar a travers différentes ouvertures. B) Spectre

infrarouge d’un globule rouge obtenu a partir d’une source synchrotron et d'une source Globar. Une

ouverture carrée de 5 x 5 pm a été utilisée pour la mesure (Miller, 2000).

2.2.3 Techniques d’échantillonnage

Selon la nature de I’échantillon a analyser, différentes techniques d’échantillonnage peuvent étre

utilisées (Stuart, 2006). Dans le cadre de cette these, uniquement la transmission et la réflexion

totale atténuée ont été utilisées.

2.2.3.1 La transmission

Le mode de transmission est la maniere la plus simple
d’enregistrer le spectre infrarouge d’un échantillon lorsque ce
dernier n’absorbe pas totalement le rayonnement infrarouge. En
effet, son principe consiste a mesurer énergie du faisceau
infrarouge apres sa traversée de I’échantillon (Figure 2.6). Avant
Péchantillon, lintensité de la lumicre est égale a I,. Apres
I’échantillon, l'intensité est égale a I. La transmission est donc
égale 2'T = I/1,. Le pourcentage de transmission (Transmittance)
est défini par : %T = 100(1/1) ; donc 'absorbance A = -logT =
log(Io/I). Ce mode de mesure nécessite néanmoins l'utilisation

de supports transparents au rayonnement infrarouge.
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2.2 La spectroscopie infrarouge

2.2.3.2 La réflexion

11 peut arriver parfois que I’échantillon soit trop absorbant ou qu’il ne puisse pas étre broyé dans le
cas d’une poudre par exemple. Il est alors nécessaire de recourir a des techniques de réflexion.

Lorsqu’un faisceau lumineux arrive a linterface d’un

A
) ) ) o ) ) Rayon incident Rayon réfléchi
il subit suivant I'angle d’incidence, soit une réflexion «ly» «I»

second milieu dont I'indice de réfraction est plus grand,

totale comme un miroir, soit une réflexion atténuée
apres avoir, en partie, pénétré dans le milieu. En

fonction de I’échantillon a étudier, la réflexion

spéculaire, la réflexion totale atténuée (ATR) et la B)

réflexion diffuse peuvent étre distinguées. Rayon incident
«ly»
, . , . , . Lumiére
L’accessoire de réflexion spéculaire permet la mesure de diffusée

la lumiere réfléchie dans une direction d’observation

symétrique a celle de I'incidence (Figure 2.7.A). II est
utilisé pour des échantillons transparents au Figure 2.7 : Principe de la spectroscopie
rayonnement infrarouge mais réfléchissants a leur IR en mode de réflexion spéculaire (A) et
surface (vernis, films de polymeres par exemple). de réflexion diffuse (B).

Dans le cadre d’échantillons constitués de fines

particules tels que les poudres, le rayonnement peut pénétrer dans une ou plusieurs couches.
L’énergie du faisceau réfléchi n’est plus alors concentrée dans une seule direction, mais au contraire

dispersée dans toutes les directions de 'espace. On parle de réflexion diffuse (Figure 2.7.B).

Une autre méthode d’enregistrement des spectres infrarouges est la réflexion totale atténuée (ATR).
Elle est tres utilisée pour des échantillons trés absorbants comme des liquides contenant de 'eau
par exemple, pour des échantillons épais ou pour des études de surface dans le cadre de films
minces. Le principe des dispositifs ATR est de faire subir au faisceau infrarouge, plusieurs
réflexions a I'interface entre échantillon et un cristal parallélépipédique, transparent en infrarouge
mais d’indice de réfraction n; élevé et dans la plupart des cas, supérieur a celui de ’échantillon n..
En théorie, puisque n; est supérieur a ny, le rayon lumineux devrait subir une réflexion totale a

Pinterface cristal-échantillon pour une valeur de 'angle d’incidence 6; supérieur a un angle critique

0. telle que sinB. = n»/ni. Néanmoins, le phénomene est perturbé en réalité par existence d’une
onde évanescente qui pénétre dans 'échantillon sur quelques micrometres et qui peut étre adsorbée
(la profondeur de pénétration d, est donnée par 'équation 2.6 avec A, la longueur d’onde). Dans ce

cas-la, une partie de I’énergie est retenue et la réflexion totale est atténuée (Figure 2.8).

Y,
dp = n1n Equation 2.6
JZn(sinz 6-C"?%/n)?)
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Figure 2.8: Représentation schématique d’un cristal ATR montrant le principe de la réflexion totale

atténuée.

2.2.4 La spectroscopie infrarouge des protéines

Les protéines sont des molécules biologiques remplissant différents roles au sein d’un organisme.

Elles se composent d’une ou plusieurs chaines polypeptidiques dont chacune d’entre elles est

composée de plusieurs résidus d’acides aminés reliés entre eux par des liaisons peptidiques. Un des

principaux parametres qui régit leur activité et leur fonctionnalité est la structure tridimensionnelle

qu’elles adoptent.

Le spectre infrarouge d’une protéine présente 9 bandes dénommées bande amides (Figure 2.9).

Elles représentent les vibrations du squelette peptidique (Tableau 2.1). Il a été montré que les

bandes amide I et II sont sensibles a la structure secondaire des protéines (Dousseau et Pezolet,

1990). Cependant, amide I est généralement la bande la plus utilisée (Dong ez al., 1990 ; Yang ez al.,

2015). Elle est retrouvée dans la région 1700-1610
cm’ et correspond principalement aux vibrations
d’¢élongation C=O. En fonction de la structure
secondaire dans laquelle les groupements C=0 sont
impliqués, les propriétés spectrales de la bande amide
I sont différentes (position, largeur) ; chaque
structure secondaire donnant lieu a une position de
bande différente (Tableau 2.2) (Arrondo, 1993;
Barth, 2007). Une déconvolution de la bande amide I
est souvent nécessaire puisquune protéine est
rarement constituée d’une seule structure secondaire ;
ce qui conduit donc a une superposition des
différentes bandes (Baldassarre ez al, 2015). Cette
méthode sera détaillée plus en détails dans la partie
3.5.
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2.2 La spectroscopie infrarouge

Nomen.clature Nombre d'onde (cm) Modes vibrationnels
(amide)
A = 3300 v(N-H)
B ~ 3100 v(N-H)
1 1700-1610 80% v(C=0), v(C-N), (N-H)
I 1575-1480 60% 3(N-H), v(C-N)
111 1320-1220 v(C-N), 8(N-H), v(C=0),8 (N-C=0)
v 765-625 S(N-C=0) + autres modes
\Y 800-640 3(N-H) en dehors du plan
VI 605-535 8(C=0) en dehors du plan
VII =~ 200 8(N-H) en dehors du plan

Tableau 2.1 : Bandes amides caractéristiques du squelette peptidique (Fabian et Mantele, 2000).

Structure Position de 1la bande dans H,O Position de 1la bande dans D,O
secondaire (cm™) (cm™)
Hélices o 1657-1648 1660-1642
) 1641-1623 1638-1615
Feuillets 3
1695-1674 1694-1672
Coudes 1686-1662 1691-1653
Structures 1657-1642 1654-1639
désorganisées

Tableau 2.2: Position de la bande amide I en fonction de la structure secondaire (Barth, 2007). La

composante a haut nombre d’onde pour les feuillets 3 serait plutdt retrouvée pour les feuillets 3 anti-
paralleles (Sarroukh ez al., 2010).

L’utilisation de T'eau deutérée n’est pas rare en spectroscopie infrarouge car cela permet de
s’affranchir des vibrations de I’eau qui sont pour certaines situées dans la région amide I (=1645
cm’) et cela permet aussi de mieux séparer dans certains cas les hélices o, des structures

désorganisées.

La bande amide II correspond aux vibrations de déformations N-H et aux vibrations d’élongations
C-N. Elle est retrouvée dans la région 1575-1480 cm™. 1l a été reporté précédemment dans la
littérature que les protéines ayant une structure en feuillets § antiparalléles présentent une forte
bande amide II entre 1530 et 1510 cm™ alors que celles avec une structure en feuillets B paralléles
présentent une forte bande entre 1550 et 1530 cm™ (Kong et Yu, 2007). 1. utilisation d’un solvant

deutéré entraine un déplacement de la bande vers de plus faibles nombres d’onde.

D’autres vibrations provenant des chaines latérales des résidus d’acides aminés pourront étre
également retrouvées au sein d’un spectre infrarouge (Figure 2.9) (Barth, 2000 ; Trivella ez 4/, 2010 ;
Wolpert et Hellwig, 2006) pouvant donner ainsi des informations sur I’état de protonation des
acides aminés ou la coordination avec des métaux par exemple (Hellwig ez a/, 1998, 2002 ;

Torreggiani ez al., 2003).
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2.3 La spectroscopie Raman

2.3.1 Principe

La spectroscopie Raman, découverte en 1928 par le physicien indien Chandrasekhara Venkata
Raman repose sur le principe de la diffusion de la lumicre. En effet, lorsqu’un faisceau lumineux
monochromatique est envoyé sur un échantillon, il peut soit étre absorbé §’il possede la méme
énergie qu’un niveau de vibration, soit transmis ou diffusé. e phénomeéne de diffusion correspond
a la dispersion du faisceau lumineux dans de multiples directions de I'espace. Généralement, la
majorité de la lumiére diffusée est de méme énergie (de méme fréquence) que la lumicre incidente.
Ce phénomene de diffusion élastique est appelé diffusion Rayleigh. Cependant, parfois, la lumicre
diffusée (environ un photon sur 100 millions) est d’énergie (fréquence) différente que celle de la
lumicere incidente suite a un échange d’énergie entre le rayonnement et la maticre. Ce phénomeéne
de diffusion inélastique est appelé diffusion Raman. Deux processus peuvent étre identifiés pour
la diffusion Raman : la diffusion Stokes et la diffusion anti-Stokes (Figure 2.10). Dans le cadre de
la diffusion Stokes, le photon incident est de plus haute énergie que le photon diffusé car il cede a
la molécule qui est dans son état initial, une quantité d’énergie correspondant a I’énergie de vibration
nécessaire a la transition de I’état fondamental a I’état excité. Dans le cadre de la diffusion anti-
Stokes, C’est le photon diffusé qui possede une plus grande énergie. En effet, la molécule qui se
trouve au départ dans un état excité cede au photon incident une quantité d’énergie correspondant
alénergie de vibration nécessaire a la transition de I’état excité a I’état fondamental. Par conséquent,
la diffusion Stokes permet la création d’une excitation alors que la diffusion anti-Stokes entraine
une destruction d’excitation. Il est important de noter que pour qu’il y ait diffusion Raman, la

lumiere excitatrice doit induire un changement de polarisabilité des molécules (Larkin, 2011).

Etat excité
------------------------- Etat virtuel
Niveau de vibration v; Etat
Niveau de vibration v, ) § Vi fondamental

Absorption Diffusion Diffusion Diffusion

infrarouge \nti Stokes a Stokes

Figure 2.10 : Représentation schématique des processus de diffusions Rayleigh, Raman Stokes et anti-

Stokes avec pour comparaison celui de 'absorption infrarouge.
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Ainsi, I’étude de l'ensemble des radiations diffusées permet d’obtenir un spectre Raman
représentant l'intensité diffusée relative en fonction de la différence de fréquence par rapport a la
source d’excitation qui est prise comme référence (Figure 2.11). En pratique, la différence de
fréquence est exptimée en nombre d’onde (cm™) pour comparaison avec linfrarouge. Egalement,
a température ambiante, seules les raies Stokes sont généralement étudiées car elles sont plus
intenses. En effet, I'intensité est directement reliée a la population de I’état initial de la molécule.
La probabilité donc pour qu’une molécule soit initialement dans un état vibrationnel excité est plus
faible que celle ou elle se trouve a I’état fondamental selon la distribution de Boltzmann (Smith et

Dent, 2005).

Rayleigh

=1
R7
=
5]
=
- Stokes
Anti Stokes
A JL &
A A A
“Wiib 0 Vyib

Déplacement Raman (cm™)

Figure 2.11 : Spectre Raman montrant les raies anti-Stokes, Rayleigh et Stokes. Les déplacements Raman
sont exprimés en fonction de la fréquence de la source d’excitation et sont reliés aux énergies de vibration

d’une molécule.

Parfois, une exaltation de l'intensité de certaines bandes  Etar excit

du spectre Raman peut étre observée (pouvant aller

Etat virtuel = ----—z--p-------
jusqu’a un facteur 10°. Ce phénomene appelé diffusion
Raman de résonance se produit lorsque I’énergie de 'onde

excitatrice est proche dune véritable transition

électronique d’une molécule (Figure 2.12). Les bandes Ftat | |

fondamental

exaltées correspondent a la structure vibrationnelle de la

Raman Raman de résonance
bande d’absorption électronique mise en jeu. En pratique,
, . , Figure 2.12 : Représentation schématique
les effets de résonance sont mis a profit pour une étude
R . i .. ) i des processus de diffusion Raman et
sélective de certaines molécules grace a un choix adéquat
Raman de résonance.

de la longueur d’onde excitatrice (Schrader, 1995).
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2.3.2 Instrumentation

2.3.2.1 La spectroscopie Raman

L’arrivée des lasers sur le marché dans les années 70 a sans aucun doute participé au succes actuel
de la spectroscopie Raman. En effet, de par le fait que la diffusion Raman est un phénomene
intrinsequement tres faible, des sources de lumiére intense telles que les lasers sont nécessaires. Les
longueurs d’onde généralement utilisées se situent entre l'ultraviolet et le proche infrarouge.

En fonction du laser utilisé, il existe deux types de spectrometres : les spectrometres Raman
dispersifs (excitation dans 'UV et le visible) et a transformée de Fourier (excitation dans le proche
infrarouge). Seul le principe des spectromeétres Raman dispersifs sera décrit ici.

Les spectromeétres Raman sont généralement couplés a un microscope. Leur but est de focaliser le
faisceau sur ’échantillon et de diriger ensuite les photons diffusés vers le spectromeétre. Afin de
séparer le signal d’intérét du signal Rayleigh qui est beaucoup plus intense, un filtre holographique
de type « notch » par exemple est utilisé. Les photons diffusés sont envoyés vers un réseau de
diffraction par un trou confocal afin qu’ils soient séparés en fonction de leur longueur d’onde. Le
trou confocal permet de localiser spatialement la lumiere. Une caméra CCD est ensuite
généralement utilisée comme détecteur car elle permet une mesure simultanée de I'intensité des
différentes longueurs d’onde (Figure 2.13). Le nombre de traits constituant le réseau dispersif et la
distance focale du spectromeétre font partis des principaux parameétres influengant la résolution
spectrale. En effet, plus ces derniers seront grands, plus la résolution sera meilleure.

Toutefois, il est important de noter qu’il est nécessaire de calibrer le systéme avant toute mesure

étant donné que les mesures Raman sont des mesures de longueur d’onde relatives.

Filtre / Flément

dispersif

Laser

Détecteur

Echantillon Objectif’ Trou confocal
Microscope

Figure 2.13 : Principe d’un spectromeétre Raman.
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2.3.2.2 La microspectroscopie Raman

Dans ce manuscrit, malgré que les spectrometres Raman soient généralement toujours équipés d’un
microscope, le terme de microspectroscopie Raman fera référence comme dans le cas de la
microspectroscopie infrarouge a diviser une zone a analyser en pixels et a mesurer ensuite les
spectres Raman un a un au niveau de ces derniers. Des cartes en fausses couleurs pourront étre
ensuite créées montrant la différence d’intensité d’une bande par exemple. En microspectroscopie
Raman, la résolution spatiale est généralement définie par la limite de diffraction en raison de la

longueur d’onde utilisée. Elle est donc de 'ordre du um.

Au cours de ces dernicres années, de nouveaux systemes d’acquisition plus rapides ont été
développés dont un appelé le mode ligne (Schliicker ez a/., 2003). Le principe consiste a illuminer
I’échantillon selon une ligne et non plus selon un point, ce qui permet d’acquérir en simultané un
ensemble de spectres sur une dimension tout en gardant une tres haute résolution spatiale. Cette
méthode répartie donc la densité de puissance du laser sur une ligne plutot que sur un point, ce qui

peut étre un avantage ou un inconvénient selon 'échantillon étudié.

2.3.3 La spectroscopie Raman exaltée de surface

Dans le cadre de tres faibles concentrations d’especes diffusantes et/ou de tres faibles sections
efficaces de diffusion, la faible intensité des sighaux Raman peut vite devenir un probleme majeur.
Un moyen de surmonter ce probléme est 'effet Raman exalté de surface (SERS en anglais). L’effet
SERS permet d’observer une amplification du signal Raman de molécules qui sont adsorbées a la
surface d’un substrat nanostructuré d’'un métal noble de type argent ou or le plus souvent. Deux
mécanismes sont en jeu pour expliquer I'exaltation du signal Raman : un mécanisme d’origine
électromagnétique qui génere une exaltation de I'ordre de 103 10" et un d’origine chimique qui

génére une amplification de I'ordre de 10”2 10’ (Le Ru et Etchegoin, 2009).

Dans le premier cas, deux facteurs contribuent a 'exaltation locale du champ électromagnétique :
Ieffet de pointe et la résonance du plasmon de surface. Le premier est lié aux propriétés
géométriques de la surface métallique. En effet, lorsqu’un métal est illuminé par un faisceau
lumineux monochromatique, le champ électromagnétique excitateur entraine un déplacement des
charges électriques a la surface de celui-ci vers des zones de fortes courbures. Cela a pour
conséquence une exaltation du champ électrique local. Cependant, 'effet d’exaltation diminue tres
rapidement avec la distance. C’est pourquoi 'effet SERS est un phénomene de surface.

Le deuxieme facteur mis en jeu dans le mécanisme d’exaltation d’origine électromagnétique est la
résonance du plasmon de surface. Il dépend fortement de la réponse optique de la surface
métallique. De manicre simple, un métal peut étre considéré comme un réseau de cations entourés
d’un nuage d’électrons libres. L’application d’une onde électromagnétique entraine une polarisation

des électrons a la surface en produisant un moment électrique oscillant de méme fréquence.
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Lorsque cette fréquence atteint une certaine valeur propre au plasma, un régime de résonance
s’installe correspondant a 'oscillation de 'ensemble des électrons libres. Cependant, I'excitation
des électrons du plasmon de surface par les photons du faisceau incident n’est possible que si la
surface métallique est suffisamment rugueuse. Les facteurs d’exaltation dépendent donc de la forme
des irrégularités de la surface.

Dans le cas des solutions colloidales, les spectres d’absorption dans le visible des colloides résultent
de la résonance des plasmons de surface. L’expérience montre que le maximum d’exaltation est
observé lorsque la longueur d’onde excitatrice se trouve centrée au maximum de la bande
d’absorption UV-Visible du colloide. Pour les colloides d’argent, cette bande se retrouve entre 380
et 470 nm selon leur taille et entre 490 et 600 nm pour 'or. C’est pour cette raison que ces métaux

sont les principaux utilisés pour la spectroscopie Raman exaltée de surface.

Dans le cas du mécanisme chimique, le changement de la polarisabilité de la molécule suite a sa
fixation sur la surface métallique est la cause principale de I'exaltation. Ce mécanisme peut étre
envisagé méme dans le cas ou la surface métallique est lisse contrairement aux mécanismes
électromagnétiques. L’explication la plus souvent mise en avant pour expliquer ce changement de

polarisabilité est un transfert de charge entre le métal et la molécule adsorbée.

2.3.4 La spectroscopie Raman des protéines

Comme pour la spectroscopie infrarouge, des vibrations provenant du squelette peptidique vont
pouvoir étre observées sur le spectre Raman d’une protéine (Figure 2.14). Cependant,
contrairement a la spectroscopie infrarouge, ce

sont les bandes amide I et amide IIT qui sont le &

plus couramment utilisées pour étudier la structure ‘
secondaire des protéines (Pelton et MclLean, \
2000). En effet, il existerait une corrélation entre

amide III et les angles de Ramachandran due au

Intensité (u.a)
|

iide 111

An

couplage des vibrations v(C-N) avec les vibrations Vo /
de déformation CeH qui dépendent de — AN Ny,
orientation de la liaison NH-CoH (Mikhonin e a/,
2000). Le tableau 2.3 présente la position des

T T \ T \ \
3000 2500 2000 1500 1000 500
Nombre d'onde (cm)

bandes amide I et III en fonction de la structure . I
Figure 2.14 : Spectre Raman caractéristique

secondaire des protéines. d’une protéine entre 3800 et 400 cm.
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Structure Position de la bande amide I Position de la bande amide III
secondaire (cm™) (cm™)
Hélices « 1660-1650 1300-1270
Feuillets {8 1672-1663 1240-1230
Coudes 1656-1652
1280-1270
1685-1674
Structures 1670-1660 1245-1240
désorganisées

Tableau 2.3 : Position des bandes amide I et amide III en fonction de la structure secondaire (Maiti e a/,
2004 ; Sane ez al., 1999).

Les vibrations provenant des chaines latérales des résidus d’acides aminés pourront étre également
observés sur les spectres Raman, permettant d’obtenir des informations sur ’état de protonation

des acides aminés ou la coordination avec des métaux par exemple (Torreggiani ef al, 2003 ; Zhu
et al., 2011).

2.4 La spectroscopie infrarouge vs la spectroscopie Raman

La spectroscopie infrarouge et Raman sont deux méthodes qui permettent d’accéder a des
informations vibrationnelles. Mais la nature des regles de sélection pour autoriser I'observation
d’une transition vibrationnelle est différente. Effectivement, pour qu’une transition ait lieu en
infrarouge, la vibration doit entrainer une variation du moment dipolaire permanent de la molécule
alors qu’en Raman, elle doit engendrer une modification de la polarisabilité de la molécule. Cela a
pour conséquence que certaines vibrations sont actives en infrarouge mais pas en Raman et
inversement. Les spectroscopies infrarouges et Raman apparaissent donc comme des méthodes
complémentaires. Ainsi, afin d’obtenir une étude vibrationnelle compleéte, il est nécessaire d’avoir
recours a la fois a la spectroscopie infrarouge et a la spectroscopie Raman.

Cependant, certains parametres peuvent parfois orienter I’étude d’un échantillon sur une méthode
en particulier. Par exemple, en raison des regles de sélection, le solvant utilisé tel que ’eau peut étre
un facteur de choix. En effet, 'eau étant une molécule trés polaire donne lieu a de nombreuses
bandes intenses en infrarouge par rapport au Raman ou sa contribution est tres faible.

La taille des objets a analyser peut également étre un critere de choix supplémentaire puisque la
spectroscopie Raman permet d’étudier de plus petits éléments en raison de sa résolution spatiale
qui est de 'ordre du pm comparée a celle de la spectroscopie infrarouge qui est de I'ordre de
quelques um (pour plus de détails, se référer aux paragraphes 2.2.2.2 et 2.3.2.2).

Toutefois, la spectroscopie Raman présente également quelques désavantages. En effet, malgré
Iutilisation de sources excitatrices a forte énergie, les spectres de vibration résultant de effet
Raman sont peu intenses. Ainsi, le rapport signal/bruit est généralement plus faible que pour la
spectroscopie infrarouge et le signal Raman peut facilement étre masqué par le phénomene de

fluorescence. Ce processus est courant notamment lorsque 'onde excitatrice a une énergie voisine
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de celle d’une transition électronique. Néanmoins, la fluorescence d’'impuretés contenues méme en
trés faible concentration dans I’échantillon peut également empécher I'observation des bandes

Raman de ce dernier.

2.5 Application de la spectroscopie vibrationnelle dans I’étude des

maladies neurodégénératives

Depuis plusieurs années, I'utilisation de la spectroscopie vibrationnelle pour des applications
biomédicales n’a cessé d’augmenter. Les principales raisons de cette augmentation sont : la capacité
des spectroscopies infrarouge et Raman a fournir des informations sur la composition et la
structure moléculaire d’'un échantillon ainsi que les progres réalisés sur linstrumentation et les
méthodes bio-informatiques pour I'analyse des données qui permettent d’étudier de nombreux

échantillons sains et malades incluant les cellules isolées, les tissus et les biofluides.

Un des domaines de recherche les plus actifs est celui du cancer. En effet, des milliers d’études ont
été reportées pour montrer le potentiel de ces méthodes a discriminer des cellules saines, des
cellules cancéreuses et ce, que ce soit pour le cancer du cerveau (Zhou e7 al., 2012), du sein (Benard
et al., 2014), des ovaires (Krishna ef a/, 2007), de 'estomac (Colagar ez al., 2011), de la prostate
(Pezzei et al., 2010), du poumon (Lee 7 al., 2009), de P'cesophage (Maziak ¢ al., 2007) ou du colon
(Nallala ez al., 2014) par exemple.

De nombreuses études ont également été menées dans le cadre des maladies des os (Isaksson e a/,

2010) ou dans la caractérisation et I'identification microbienne (Xu e al, 2011).

Les maladies neurodégénératives telles que la maladie a Prion (Kretlow ez a/, 2000), la maladie de
Huntington (André ez al., 2013), la maladie de Parkinson (Szczerbowska-Boruchowska ez al, 2007),
la sclérose en plaques (Heraud ez 4/, 2010) ou la maladie d’Alzheimer (Choo ez al, 1996) ont
également fait 'objet de plusieurs études. Cependant dans cette partie, seules les études concernant
la maladie d’Alzheimer, la maladie a corps de Lewy et la sclérose en plaques seront listées. Il est

toutefois important de noter que cette partie ne prétend pas étre exhaustive.

2.5.1 Etude des tissus

Dans le cadre de la maladie d’Alzheimer, la plupart des études ont été menées dans le but
d’identifier les plaques séniles. Ainsi, en 1996, Choo e al observent a Taide de la
microspectroscopie infrarouge une diminution de la bande 2 1653 cm™ et une augmentation de
celle 2 1631 cm™ au niveau des plaques séniles par rapport au tissu environnant. Cela montre que
les protéines situées au sein des plaques possedent une structure en feuillets 3 alors que celles du

tissu environnant présentent une structure hélicoidale. Ces données sont en accord avec celles
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obtenues par Liao ¢f a/. qui ont étudiés les plaques séniles d’un patient de 91 ans atteint de la maladie
d’Alzheimer (2013), ainsi qu’avec celles de Miller ¢f a/. qui ont démontré en plus, la présence d’ions
Cu™ et Zn”" au sein des plaques séniles par combinaison de la microspectroscopie infrarouge avec
la fluorescence X (2000).

Des études ont également été menées sur des souris transgéniques présentant la maladie
d’Alzheimer (Kuzyk ez al., 2010 ; Liao ez al., 2013. ; Leskovjan ef al., 2010 ; Rak ez al., 2007). Comme
précédemment, la présence de protéines sous forme de feuillets 3 a été observée au niveau des

plaques séniles.

Des dépots de créatine ont aussi été mis en évidence par microspectroscopie infrarouge au sein de
I’hippocampe de souris transgéniques mais aucune corrélation spatiale n’a pu étre établie entre ces

derniers et les plaques séniles (Kuzyk ez a/., 2010).

Liao et al. se sont également intéressés a la signature spectrale bien définie des lipides en infrarouge.
IIs ont ainsi mis en évidence a I'aide de la bande 2 2850 cm™ (v,CHb>), la présence de lipides autour
des plaques et a I'intérieur de ces dernicres (2013).

De méme, Benseny-Cases ef /. ont montré a partir de la bande 2 3012 cm™ (v=CH), une quantité
plus importante de lipides insaturés au sein des plaques de patients atteints de la maladie
d’Alzheimer par rapport a un patient controle qui présentait des plaques mais pas la pathologie
(2014).

Leskovjan e a/. ont montré quant a eux des différences dans la quantité de lipides insaturés présents
dans les régions de la substance blanche de l'hippocampe de souris modéles transgéniques par
rapport a des souris controles (2010). En effet, ils ont observé que la quantité de lipides insaturés
augmente de fagon significative avec I’age pour les souris controles alors qu’elle reste faible pour
les souris transgéniques. Ils attribuent cette diminution soit a une altération de la gaine de myéline,
soit a une diminution de la quantité d’oligodendrocytes ou a une déficience dans I'absorption des
acides gras essentiels nécessaires a la biosynthése des acides gras poly-insaturés. Ils évoquent aussi
la possibilité que les peptides AB contribuent a la diminution des lipides insaturés via la réduction
de métaux qui entrainent la production d’especes réactives a 'oxygene et donc a la peroxydation

des lipides.

Drautres chercheurs ont montré le potentiel de coupler les mesures infrarouges a des méthodes de
classification automatiques telles que des réseaux de neurones artificiels pour diagnostiquer la
maladie d’Alzheimer (Choo et al., 1995 ; Pizzi et al., 1995).

Tres peu d’études ont été réalisées par microspectroscopie Raman. La premicre reportée date de

2009 ou Chen et al. montrent que hippocampe est un candidat important pour I’étude de la

pathologie de la maladie d’Alzheimer. En 2015, Kiskis ¢ a/. montrent une colocalisation entre les
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lipides et les plaques séniles grace au couplage de la spectroscopie CARS (Coherent Anti stokes

Raman Spectroscopy) a la microscopie biphotonique de la thioflavine.

Dans le cadre de la sclérose en plaques, Choo ef a/. mettent en évidence par spectroscopie
infrarouge une diminution de la quantité des lipides au niveau des Iésions cérébrales observées chez
les patients atteints de cette maladie, ce qui confirme la destruction de la gaine de myéline au cours
de la maladie (1993). En 2010, Heraud e# a/. confirment par leurs études menées sur des mod¢les
animaux par microspectroscopie infrarouge, la diminution des lipides au sein des lésions via la
diminution de la bande 2 1735 cm™ (vC=0O)et mettent également en évidence une augmentation de
la quantité d’acides nucléiques au sein de ces derniéres au travers de la bande 2 965 cm™ (VP-O-C).
Ils attribuent cette augmentation a la présence de cellules nucléées telles que les macrophages ou
les lymphocytes. Ils montrent aussi que l'utilisation de réseaux de neurones artificiels permet de
discriminer avec une excellente sensitivité et spécificité les lésions.

L’implication des radicaux libres dans la pathologie de la sclérose en plaques a également été étudice
par microspectroscopie infrarouge par la mise en évidence de produits d’oxydation des protéines
et des lipides au sein des lésions a partir de 'augmentation de la bande 2 1740 cm™ (vC=0), de la
diminution de celle 2 1468 cm™ (8CH,) et de I’élargissement de la bande amide I (Levine et Wetzel,
1998).

Concernant la maladie a corps de Lewy, aucune étude n’a été répertoriée dans la littérature a notre
connaissance. Toutefois, Araki e @/ ont étudié par microspectroscopie infrarouge, les corps de
Lewy présents au sein de cerveaux de patients atteints de la maladie de Parkinson (2015). Ils
observent une augmentation de la quantité de lipides et un déplacement de la bande amide I vers
de plus faibles nombres d’onde au niveau des corps de Lewy, ce qui suggere une augmentation des
structures en feuillets B. Le contour des corps de Lewy présenterait néanmoins, plus de protéines

sous forme de feuillets § que le centre.

2.5.2 Etude des biofluides

Etudier les biofluides apporte un avantage majeur dans la compréhension et dans le diagnostic des
maladies puisqu’ils peuvent étre prélevés facilement chez les patients contrairement aux tissus ou
trés peu de biopsies cérébrales sont réalisées.

Dans le cadre de la maladie d’Alzheimer, différentes études ont été menées sur le plasma, le sang,
le sérum ou le liquide céphalorachidien afin de démontrer le potentiel de la spectroscopie infrarouge
et Raman dans le diagnostic de cette maladie (Burns ez 2/, 2009 ; Carmona ez al.,, 2015 ; Griebe ez
al., 2007 ; Peuchant ez al., 2008 ; Ryzhikova 7 al., 2015 ; Sevinc et al., 2015). Par exemple, Carmona
et al. ont réussi a l'aide de la spectroscopie infrarouge a discriminer des échantillons de sang

provenant de patients atteints de la maladie d’Alzheimer et de patients contréles avec une sensibilité
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de 89% et une spécificité de 92% ; spécificité qui peut atteindre 100% dans le cas de patients atteints
de la maladie au stade prodromal (2013).

De méme, Ryzhikova ef a/. ont réussi a différencier par spectroscopie Raman, des échantillons de
sérum provenant de patients atteints de la maladie d’Alzheimer, de patients atteints d’autres
démences et de patients sains avec une sensibilité et une spécificité de plus de 95% (2015). Ils
démontrent également le potentiel d’utiliser des réseaux de neurones artificiels sur les données
Raman comme I’avait fait Griebe 7 a/. pour la spectroscopie infrarouge (2007).

D’autres études infrarouge et Raman se sont portées sur le développement de biosenseurs afin de
de détecter 'ensemble des peptides AR quelle que soit leur conformation (Chou ez a/, 2008 ; Nabers
et al., 2016). Nabers ez al. observent par exemple un déplacement de la bande amide I vers de plus
faibles nombres d’onde pour les échantillons (liquide céphalorachidien ou plasma) provenant de
patients atteints de la maladie d’Alzheimer par rapport a ceux obtenus de patients controles,
suggérant 'augmentation de peptides AP organisés sous forme de feuillets 3. La précision dans la
séparation des deux groupes est de 90% dans le cas des échantillons de liquides céphalorachidien

et de 84% dans le cas des échantillons de plasma.

Dans le cadre de la sclérose en plaques, seule une étude a été répertoriée a notre connaissance dans
la littérature. Elle porte sur I’étude de liquides céphalorachidiens par spectroscopie infrarouge et
montre notamment une diminution de la quantité de lipides au sein de ce dernier pour les patients

atteints de la maladie (Sevinc ez a/., 2015).

oncernant la maladie a corps de Lewy, aucune étude n’a été reportée a notre connaissance.
Concernant la maladi rps de Lewy, ne étude n’a été report notre connaissan

Conclusion :

La spectroscopie infrarouge et Raman sont deux méthodes non destructives, qui ne
nécessitent peu ou pas de préparation d’échantillons et qui permettent d’accéder a la

composition moléculaire d’un échantillon au travers des vibrations de ses liaisons.

Au cours des années, beaucoup d’efforts ont été faits pour essayer notamment d’améliorer
les points forts et les points faibles de chaque technique avec par exemple I'utilisation de la
lumiere synchrotron pour augmenter la résolution spatiale de la microspectroscopie
infrarouge ou le développement du SERS pour augmenter la sensibilité de la spectroscopie

Raman.

A Theure d’aujourd’hui, ces techniques offrent donc la possibilité de travailler sur des
échantillons biologiques a tres petite échelle. ’enjeu de ce travail de recherche est donc
d’appliquer ces méthodes a I’étude des maladies neurodégénératives afin de mieux

comprendre et diagnostiquer ces maladies.
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3.1 Préparation des échantillons

3.1 Préparation des échantillons

3.1.1 Préparation des peptides synthétiques
3.1.1.1 DAHK et GHK

Le peptide GHK a été acheté a la société Bachem (Suisse) et le peptide DAHK a la société Bachem
(Suisse) ou GeneCust (Dudelange, LLuxembourg).

L’acide trifluoroacétique (TFA) a été au préalable supprimé des échantillons par lyophilisation et
traitement a I’lHCI en raison de sa forte contribution en spectroscopie infrarouge (IR) et Raman.
Pour ce faire, les peptides ont été dissouts 2 une concentration de 1 mg/mlL dans une solution
aqueuse d’HCI 10 mM. Puis, les solutions ont été congelées avec de I'azote liquide avant d’étre
lyophilisées (Andrushchenko e# a/, 2007). L’opération a été répétée deux fois. Les peptides ont
ensuite été dissouts dans de I'eau distillée et le pH a été ajusté par ajout de NaOH ou HCl 2 6.8 ou
8.9. La concentration finale de chacun des peptides a été déterminée par titration a I'aide d’un
spectrometre UV /Visible Cary 300. Pour ce faire, les solutions stocks ont été diluées 50 fois et des
quantités de Cu(ll) de concentration connue ont été ajoutées jusqua ce que la bande d-d
n’augmente plus. Elle se situe vers 520 nm dans le cas de DAHK et vers 607 nm dans celui de
GHK. Cette bande caractérise la formation du complexe entre le cuivre et le peptide.

Pour former les complexes [peptide-métal], des solutions stocks aqueuses de concentration 10 mM
ont été préparées a partir de ZnCl, (Sigma-Aldrich) et CuCL.H.O (Riedel-de-Haen). Elles ont
ensuite été ajoutées aux solutions de DAHK et GHK dans un rapport 0.9 :1 et le pH a été vérifié.

Toutes les solutions stocks ont été conservées a -20°C.

3.1.1.2 Les amyloides

Dans le cadre de ce projet de recherche, trois peptides amyloides ont été étudiés : AB16, AR40 et
AB42. Le peptide AB16 a été acheté a la société Genecust (Dudelange, Belgique). Les peptides
AB40 et AB42 proviennent de la société rPeptide (Leipzig, Allemagne).

L’acide trifluoroacétique a été au préalable supprimé des échantillons AB16, AB40 et AB42 par
lyophilisation et traitement a ’'HCl selon le méme protocole que pour les peptides DAHK et GHK.
Les peptides ont ensuite été resuspendus dans de I'eau distillée avec du NaOH a une concentration
de 1 mg/mL afin de limiter 'agrégation des peptides puis soniqués durant 30 s environ afin de
faciliter leur remise en solution (notamment pour les peptides AR40 et AB42) (Fezoui ez al., 2000 ;
Teplow, 2006, Ryan et al., 2013). Le pH a ensuite été ajusté a 6.8 ou 8.9 par ajout ’'HCl. La
concentration finale des peptides a été vérifiée en mesurant I’'absorption de la tyrosine a 275 nm
(e=1410 cm™.M™).

Des complexes [peptide-métal] ont également été formés a partir des peptides AB16 et AB40. Pour
ce faire, des solutions stocks aqueuses de concentration 10 mM ont été préparées a partir de ZnCl,
(Sigma-Aldrich) et CuCl.H,O (Riedel-de-Haen), ainsi qu’une solution aqueuse (pH 7.5) de
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concentration 2 mM a partir du cytochrome ¢ (Sigma-Aldrich) et une solution aqueuse basique de
concentration 4 mM a partir d’hémine (Sigma-Aldrich). Les solutions d’ions métalliques, de
cytochrome ¢ et d’hémine ont ensuite été ajoutées aux solutions d’AB16 et/ou AB40 dans un
rapport 0.9 : 1,1 : 1 et 1 : 2,5 respectivement et le pH a été vérifié. Les solutions d’AB16 et AB40
possedent un pH de 8 environ avant I’ajout des ions métalliques afin d’éviter de passer par le point
isoélectrique des peptides lors de I'ajout de ce dernier, et donc d’éviter 'agrégation des peptides.

Les solutions d’AB16 ont été stockées a -20°C et celles I’AB40 et 42 a température ambiante.

3.1.2 Préparation des composés modeles

Les différents composés modeles présents au sein du cerveau ou dans le liquide céphalorachidien
¢tudiés dans le cadre de ces travaux de recherche ont été achetés chez Sigma-Aldrich. Les solutions

ont été préparées en utilisant de I'eau milli-Q.

Dans le cadre de I’étude des tissus cérébraux, la sérum albumine humaine, le glucose, TADN et
'asolectine (extrait de soja) ont été analysés. I ’asolectine est un mélange de phospholipides. Il se
compose  approximativement de 29% de phosphatidylcholine  (PC), 30% de
phosphatidylethanolamine (PE), 26% de phosphatidylinositol (PI), 14% d’acide phosphatidique
(PA), et de 1% de phosphatidylserine (PS) (Meidleman, 1993). Aucune des concentrations n’a été

mesurée.

Par contre, dans le cadre de I’étude des liquides céphalorachidiens, la concentration de chaque
composé a été choisie de maniere a étre en accord avec la valeur moyenne mesurée chez un adulte
au sein du liquide céphalorachidien lorsque la pesée des échantillons n’était pas une limite. Le
tableau 3.1 résume les différents composés étudiés, ainsi que les valeurs utilisées et les valeurs

moyennes (Diem et Lentner, 1973).

Composés Valeur utilisée Valeur moyenne
Substances azotées

Sérum albumin humaine (mg/L) 200 244 (protéines)
Urée (mg/L) 250 250

Histamine (ug/L) 1.30E+03 9.7

Acide utique (mg/L) 2.9 2.9

Créatine (mg/L) 11.9 11

Bilirubine (mg/L) 0.17 <0.1

Créatinine (mg/L) 5.9 10

Acétylcholine (ug/L) 6.20E+03 <20
Hypoxanthine (mg/L) 1.6 1.3

Lipides

Asolectine (mg/L) 5.4 5.49 (phospholipides)
Cholestérol (mg/L) 7.2 4

_73 -



3.1 Préparation des échantillons

Glucides et métabolites non azotés

Acide lactique (mol/L) 0.3 -
Glucose (mg/L) 600 635
Vitamines

Thiamine = Vitamine B1 (ug/L) 2.50E+03 15
Pyridoxine = Vitamine B6 (ug/L) 4.70E+03 0.38
Acide folique = Vitamine B9 (ug/L) 1.40E+03 10
Acide ascorbique = Vitamine C (mg/L) 3.6 12
Cobalamine = Vitamine B12 (ng/L) 3.90E+06 15

Tableau 3.1: Liste des composés modeles étudiés présents dans le liquide céphalorachidien. Les
concentrations massiques ou molaires utilisées pour chacun d’entre eux ainsi que leur valeur moyenne

mesurée chez un adulte sont également mentionnées.

3.1.3 Préparation des tissus

Tous les tissus étudiés ont été fournis et préparés par le laboratoire de la Myéline, Neuroprotection
et Stratégies Thérapeutiques du Pr. A.G Mensah-Nyagan, Inserm U1119, Strasbourg. Les
procédures impliquant des animaux et leur prise en charge ont été menées dans le respect d'une
directive du Conseil des Communautés européennes (86/609 / CEE) et sous la supervision des
enquéteurs autorisés. Les protocoles ont été examinés et approuvés par le siege social de 1'Alsace
du Département des vétérinaires francais et Guide de la santé publique pour le soin et l'utilisation

des animaux de laboratoire.

3.1.3.1 La maladie d’Alzheimer

Dans le cadre de ce projet de recherche, des souris hémizygotes femelles APPSWE (B6, SJL-Tg
(APPSWE) 2576 Kha, hétérozygotie vérifiée pour le gene RD1 qui est un géne responsable de la
vision, Taconic Europe, Denmark) ont été utilisées. Les souris Tg2576 portent un transgene codant
pour une isoforme mutante de 695 acides aminés de la protéine amyloide précurseur humaine
(APP) entrainant une surexpression des peptides AB. Ces derniers s’agrégent de maniére accrue
avec I'age de 'animal formant ainsi des plaques amyloides. De nombreuses études ont décrit
également des déficits cognitifs et de mémoire spatiale chez ces animaux, s’aggravant avec I'age
mais pouvant étre mis en évidence des I'age de 3 mois (Hsiao e al, 1996 ; Westerman et al., 2002 ;
Mawuenyega ¢ al., 2010).

Les souris Tg2576 et leurs homologues de type sauvage (WT) ont été obtenus a I'age de 6 mois et
apres 4 semaines d'adaptation au sein de 'animalerie, ils ont été tous les mois soumis a des analyses
comportementales (de 7 mois a 18 mois) en utilisant la tache de la nouveauté spatiale qui permet

d'évaluer leurs performances cognitives. Cette tache est basée sur la tendance spontanée des souris
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a explorer de maniére préférentielle des objets qui ont été déplacés a l'intérieur d'un agencement
d’objets familiers. Les souris Tg2576 sont profondément altérées dans cette tache indépendamment
de la mutation rd (Ognibene ez /., 2005 ; Yassine e al., 2013). Les souris Tg2576 montrant un fort
déficit cognitif et les souris WT ont ensuite été tuées et décapitées afin de récupérer leur cerveau.
Afin d’éviter toutes contributions supplémentaires a celles de I’échantillon, la congélation des tissus
frais directement apres sacrifice a été préférée a l'inclusion des tissus dans la paraffine (Gazi et
Gardner, 2010). Ainsi, les cerveaux ont été immergés rapidement dans un gel ’OCT (de I'anglais
optimal cutting temperature compound) puis congelés par immersion dans de I'isopentane (refroidi
a -40°C). L’OCT est un cryoconservateur liquide, transparent a température ambiante et blanc et
dur a partir de -20°C (Shim et Wilson, 1996). 1l préserve le tissu des congélations/décongélations
en évitant la formation de cristaux au sein de ce dernier et le protege de tout contact. Des coupes
coronales successives d’une épaisseur de 10 pm ont ensuite été réalisées a I'aide d’un cryostat
Reichert-Jung, LEICA puis déposées sur des fenétres en BaF, ou CaF,alternativement selon si les
¢chantillons étaient destinés pour les mesures IR ou Raman respectivement. Le BaF, et CaF, sont
tous deux des matériaux transparents a la lumicére visible et infrarouge. Cependant le BaF,a été
préféré pour les mesures IR car il permet de mesurer jusqu’a 800 cm™ contrairement au CaF qui
permet de mesurer jusqua 1000 cm™ environ. Quelques coupes ont également été déposées sur
une fenétre en silicium afin de pouvoir réaliser des mesures en lointain IR. Chacune des coupes a

été conservée a -80°C jusqu’a leur utilisation.

3.1.3.2 La sclérose en plaques

Des soutis femelles SJL/L agées de 9 semaines (Janvier, France) ont été utilisées dans le cadre de
ce projet. Apres 5 jours d’adaptation au sein de animalerie, les souris ont été immunisées par voie
sous cutanée avec un fragment de la protéine protéolipide de la myéline (PLP : 139-151) en
présence d’adjuvant complet de Freund, afin d’induire le développement d’une encéphalomyélite
auto-immune expérimentale (EAE). L’EAE est un mode¢le tres couramment utilisé pour étude de
la sclérose en plaques et l'injection de PLP : 139-151 permet de favoriser la forme récurrente-
rémittente de la maladie ; forme majoritaire de la sclérose en plaques (Soellner et al, 2013).
Néanmoins, I'injection seule de cette derniere ne permet pas d’induire la maladie. L’utilisation
d’adjuvant est donc nécessaire puisqu’il permet d’accroitre la réponse immunitaire envers un
antigene lorsque celui-ci est administré en méme temps. L’adjuvant complet de Freund est composé
d’huile minérale (huile de paraffine), d’agents émulsifiants (monooléate de mannide) et de
mycobactéries (Mycobacterinm tuberculosis). Dans le cas des soutis controles, seul adjuvant complet
de Freund leur a été injecté.

Apres 'immunisation, le poids et le score clinique de chaque souris ont été reportés tous les jours
jusqu’a ce qu’elles soient sacrifiées. Le score clinique d’une souris est défini selon une échelle de 0
a 10 ou la valeur attribuée dépend des signes cliniques observés (Tableau 3.2). La moitié des souris

ont été sacrifiées au pic de la maladie, c’est-a-dire 17 jours aprés immunisation et 'autre moitié, 24
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jours aprés immunisation ; c’est-a-dire juste avant la rechute. Chacun des cerveaux a ensuite été
récupéré, congelé avec de 'azote liquide puis immergé dans un gel ’OCT. Des coupes sagittales
d’une épaisseur de 10 um ont été réalisées a I'aide d’un cryostat Reichert-Jung, LEICA puis
déposées sur des fenétres en BaF, ou Calzselon si les échantillons étaient destinés pour les mesures

IR ou Raman respectivement. Les coupes ont été placées a -80°C jusqu’a leur utilisation.

Score . . .
. Signes cliniques Commentaires
clinique
0 Aucun signe clinique Démarche normale, queue en mouvement, droite
1 Queue partiellement molle Démarche normale, bout de la queue affaissée
2 Paralysie de la queue Démarche normale, queue affaissée
Parésie des membres . o
L. Démarche non coordonnée, réponse des membres
3 postérieurs, mouvements . . o
. postérieurs lorsqu'ils sont pincés, queue molle
non coordonnés
. Démarche non coordonnée avec I'un des membres
Paralysie d'un membre . X ] '
4 postérieurs trainant, pas de réponse pour l'un des membres

postérieur . Ny o
postérieurs lorsqu'il est pincé

) Démarche non coordonnée avec les deux membres
Paralysie des deux o R .
5 N postérieurs trainants, pas de réponse pour les deux membres
membres postérieurs - . o
postérieurs lorsqu’ils sont pincés, queue molle

Paralysie des membres Démarche non coordonnée avec difficulté des membres
6 postérieurs, faiblesse des antérieurs 2 tirer le corps, réflexe des membres antérieurs
membres antérieurs aux pincements

Paralysie des membres ) ; ;
- Souris ne peut pas se déplacer, réponse des membres
7 postérieurs et d’'un o ) i
. antérieurs aux pincements des orteils, queue molle
membre antérieur

g Paralysie des membres Soutis ne peut pas se déplacer, aucune réponse des
postérieurs et antérieurs membres antérieurs aux pincements des orteils, queue molle

9 Moribond Aucun mouvement, respiration difficile

10 Mort -

Tableau 3.2 : Echelle des scores cliniques (Bittner e al., 2014).

3.1.4 Préparation des liquides céphalorachidiens

Les différents échantillons de liquides céphalorachidiens (LCR) étudiés ont été fournis par le Dr.
Frédéric Blanc (Laboratoire Icube, Strasbourg) et le Dr. Olivier Bousiges (HUS, Laboratoire de
Biochimie et Biologie Moléculaire, Strasbourg). Ils ont été prélevés par ponction lombaire chez 5

groupes de patients : des patients atteints de la maladie d’Alzheimer (MA) au stade prodromal ou
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démence, des patients atteints de la maladie a corps de Lewy (MCL) au stade prodromal ou
démence et des patients controles. Le tableau 3.3 résume le nombre de patients appartenant a

chaque groupe avec la moyenne d’age correspondante.

Pathologie et stade de
i Nombre de patients Moyenne d’age
démence
Controle 9 62,3 (£9,5)
MA stade prodromal
14 69,6 (£9,5)
(MCI)
MA stade démence 17 66,2 (+£9,5)
MCL stade prodromal
23 64.5 (£8,8)
(MCI)
MCL stade démence 12 68,5 (£9,3)

Tableau 3.3 : Nombre de patients et moyenne d’dge (fécart type) appartenant aux différents groupes

¢tudiés : Contrdle, MA stade prodromal et démence, MCL stade prodromal et démence.

Les patients MA ont été sélectionnés selon les criteres d’Albert et de Dubois pour les patients MA-
prodromal (Albert ez al., 2011 ; Dubois e al., 2007) et selon les criteres de McKhann et de Dubois
pour les patients MA-démence (McKhann ezal, 2011 ; Dubois ez al., 2007). Les patients MCL quant
a eux, ont été sélectionnés selon les critéres Petersen et DSM-V pour les patients MCL-prodromal
(Petersen, 2004), et selon les criteres de McKeith et DSM-V pour les patients MCL-démence
(McKeith ez al., 2005). En ce qui concerne les patients controles, ils présentent des troubles cognitifs
mais ne montrent aucun signe clinique de la maladie d’Alzheimer ou de la maladie a corps de Lewy.
Le groupe inclut des patients souffrant de maladie psychiatrique (dépression par exemple) (n=2),
de traumatisme cranien plus dépression (n=1), du syndrome de l'apnée du sommeil plus
traumatisme cranien plus alcoolisme (n=1), de neuroborréliose (n=1), de traumatisme cranien plus

angiome caverneux plus gyrus Heschel (n=1) ou d’une prémutation de I’X fragile (n=1).

Des dosages biochimiques des biomarqueurs AB42, tau et phospho-tau ont également été réalisés

sur ces échantillons mais n’ont pas été pris en compte pour la classification.

Apres prélevement, les différents échantillons ont été centrifugés afin d’éliminer tout élément figuré
puis stockés a -80°C. Ensuite, un aliquot de 50pL. de chaque LCR a été lyophilisé pendant 24h puis
redissout dans 10 ul. d’eau milliQQ.
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3.2 Préparation des solutions colloidales

Depuis quelques années, de nombreuses stratégies ont été développées afin de préparer des
solutions colloidales contenant différents types de nanoparticules de taille différente (Aiken et
Finke, 1999 ; Cushing ez al., 2004 ; Allmond et al., 2007 ; Song et al., 2007). Celle utilisée ici est la
réduction chimique ; elle correspond a la méthode la plus souvent utilisée. Sur la base de cette
derniére, quatre syntheses ont été testées conduisant a quatre types de nanoparticules (NP) : des
nanoparticules d’or (AuNP) et d’argent (AgNP) synthétisées a partir de citrates et des
nanoparticules d’argent synthétisées a partir de NaBH4 ou d’hydroxylamine.

- Les nanoparticules d’or ont été synthétisées selon la méthode de Turkevich (Turkevich
et al., 1951.) Brievement, 10,6 mg d’HAuCly ont été dissouts dans 25 mL d’eau milliQQ
et chauffés jusqu’a ébullition. 750 uLL d’une solution de citrate de sodium 1% ont ensuite
été ajoutés rapidement sous forte agitation magnétique. La solution a été gardée a
ébullition et sous agitation magnétique durant 20 min encore. Les nanoparticules ont

¢té conservées dans le noir a 4°C afin qu’elles soient stables pendant plusieurs mois.

- Les nanoparticules d’argent préparées a partir de citrates ont été synthétisées selon la
méthode de Lee-Meisel (Lee et Meisel, 1982). Ainsi, 22,5 mg d’AgNO; ont été¢ dissouts
dans 125 mL d’eau milliQ et chauffés jusqu’a ébullition. 2,5 mL d’une solution de citrate
de sodium 1% ont ensuite été ajoutés rapidement sous forte agitation magnétique. La
solution a été gardée sous ébullition jusqu’a ce qu’une couleur jaune apparaisse. Les
nanoparticules ont été conservées dans le noir a 4°C afin qu’elles soient stables pendant

plusieurs mois.

- Les nanoparticules d’argent préparées a partir de NaBH4 ont été synthétisées selon la
méthode de Creighton (Creighton ez al, 1979). Brievement, 10 mL environ d’une
solution glacée d’AgNOs (10 M) ont été ajoutés goutte A goutte sous forte agitation
magnétique 2 30 mL d’une solution glacée de NaBH, (10”° M) jusqu’a 'appatition d’une
couleur jaune. L’agitation magnétique a été maintenue 1h apres I'apparition de la
couleur. Les nanoparticules ont été conservées dans le noir a 4°C afin qu’elles soient

stables pendant plusieurs mois.

- Les nanoparticules d’argent préparées a partir d’hydroxylamine ont été synthétisées
selon la méthode de Leopold-Lendl (Leopold et Lendl, 2003). Ainsi, 10 mL d’une
solution ’AgNO; (10° M) ont été rapidement ajoutés 2 90 ml. d’une solution de
chlorhydrate d’hydroxylamine /hydroxyde de soude (1.67 x 10° M/3.33 x 10 M) sous
forte agitation magnétique. Les nanoparticules ont été conservées dans le noir a 4°C

afin qu’elles soient stables pendant plusieurs mois.
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Afin de vérifier la taille des nanoparticules et leur homogénéité, chaque solution colloidale a été
caractérisée par UV-visible (Figure 3.1.A). La solution de colloides d’or préparée selon la méthode
de Turkevich présente un maximum d’absorption a 556 nm ; ce qui équivaut a une taille de
nanoparticules supérieure a 73 nm (Tableau 3.4.A). Les solutions de colloides d’argent préparées
selon la méthode de Lee-Meisel, de Creigthon ou de Leopold-Lendl présentent quant a elles, des
maximums d’absorption a 420, 397 et 427 nm respectivement. Ces valeurs correspondent
respectivement a des tailles de nanoparticules de 10, 35 et 40 nm environ (Tableau 3.4.B).

Il peut étre intéressant de noter que la bande d’absorption pour les nanoparticules d’or est plus
large que celle des nanoparticules d’argent. Cela signifie que la solution de colloides d’or est moins
homogene au niveau de la taille des nanoparticules que les solutions de colloides d’argent.

La figure 3.1.B montre une image de microscopie électronique a transmission (TEM) des

nanoparticules d’argent synthétisées a partir de la méthode de Leopold-LendL

A) AuNP
AgNP (Méthode Lee-Meisel)
AgNP (Méthode de Creighton)
AgNP (Méthode de Leopold-Lendl)

420

T T T T T T T 1
300 400 500 600 700
Longueur d'onde (nm)

Figure 3.1: A) Spectres d’absorption UV-visible de différentes solutions colloidales. B) Image
TEM des nanoparticules d’argent synthétisées selon la méthode de Leopold-Lendl
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A) B)
Taille des Taille des
. Maximum . Maximum
nanoparticules d’or . nanoparticules .
d’absorption (nm) d’absorption (nm)
(nm) d’argent (nm)
8-10 518 10 395
15 520 15 405
20 526 20 410
41 532 30 415
> >34 40 425
73 545 50 435
Tableau 3.4 : Taille des nanoparticules d’or (A) ou 60 445
dargent (B) en fonction de leur maximum 70 455
d’absorption (Ghosh ez al., 2004, Kandimalla, 2010). 30 165

3.3 La spectroscopie infrarouge

3.3.1 Etude des peptides et composés modeles

Les spectres IR ont été enregistrés au sein du laboratoire a I'aide d’un spectrometre FTIR Vertex
70 (Bruker Optics, Allemagne), équipé d’une source Globar, d’'un détecteur MCT (Mercury
Cadmium Telluride) refroidi a 'azote liquide et d’une séparatrice en KBr. Le spectromeétre est purgé
en permanence par de I'air sec afin de maintenir un environnement stable et notamment en vapeur
d’eau. En effet, une concentration stable et faible de cette dernicre est indispensable puisqu’elle
représente un des plus gros inconvénients pour ’étude d’échantillons biologiques ; I’eau absorbant
tres fortement dans le MIR pouvant ainsi masquer les sighaux provenant de biomolécules d’intéréts

telles que les protéines (Venyaminov et Prendergast, 1997).

Tous les spectres ont été mesurés en réflexion totale atténuée (ATR) a 'aide d’un cristal en diamant.
3ul. d’échantillon ont été déposés sur le cristal puis séchés a lair libre. Les spectres ont été
enregistrés dans la région 4000-700 cm™ et représentent la moyenne de 256 scans avec une

résolution de 4 cm™,

3.3.2 Etude des tissus cérébraux

Les mesures de microspectroscopie IR ont été réalisées au synchrotron ANKA de Karlsruhe (ligne
IR2) par I'intermédiaire d’un microscope infrarouge IRscope II (Bruker Optics, Allemagne) couplé

a la lumiere synchrotron et équipé d’un détecteur MCT refroidi a 'azote liquide (pour les mesures
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en moyen IR) ou d’un bolometre refroidi a I’hélium et a I'azote liquide (pour les mesures en lointain
IR). Le systeme est placé au sein d’une boite hermétique en plexiglas purgée en permanence par de

l'azote afin d’avoir un environnement stable et notamment en vapeur d’eau.

Pour les mesures en moyen IR réalisées dans le cadre de Iétude de la maladie d’Alzheimer, les
spectres ont été collectés en transmission dans la région comprise entre 4500 et 700 cm™ a Iaide
d’un objectif x36 et d’'une ouverture de 12.5 um. Ils résultent d’'une moyenne de 128 scans. La
résolution utilisée était de 4 cm™ et un background a été enregistré tous les 10 spectres sur la fenétre
de Bal",. La distance entre chaque point de mesure est de 4.16 pm.

Les mémes parametres ont été utilisés pour les mesures réalisées dans le cadre de I’étude de la

sclérose en plaques, a 'exception de la distance entre chaque point de mesure qui est de 6 um.

Pour les mesures en lointain IR réalisées également dans le cadre de I'étude de la maladie
d’Alzheimer, les spectres ont été collectés en transmission dans la région 700-30 cm™ a I'aide d’un
objectif x15 et d’une ouverture de 80 um. IIs résultent d’'une moyenne de 128 scans et la résolution

utilisée était de 4 cm™. Au préalable, un background a été enregistré sur la fenétre de silicium.

3.3.3 Etude des liquides céphalorachidiens

Les mesures IR ont été réalisées au sein du laboratoire a I'aide d’un spectromeétre FTIR Vertex 70
(Bruker Optics, Allemagne) équipé d’une source Globar, d’un détecteur MCT et d’une séparatrice
en KBr. Tous les spectres ont été mesurés en réflexion totale atténuée (ATR) a I'aide d’un cristal
en diamant. 3uLlL d’échantillon ont été déposés sur le cristal puis séchés a air libre. Les spectres ont
été enregistrés dans la région 4000-700 cm™ et représentent la moyenne de 364 scans avec une

résolution de 2 cm™.

3.4 La spectroscopie Raman

3.4.1 Etude des peptides mod¢les

Les spectres Raman ont été enregistrés au sein du laboratoire a 'aide d’un spectrometre Renishaw
in Via Raman Microscope équipé d’un laser a 514 nm ou au sein du laboratoire du Dr. Sophie
Lecomte (CBMN, Université de Bordeaux) a I'aide d’un spectrometre Witec Alpha300RS équipé
d’un laser a 532 et 633 nm. Le détecteur utilisé dans chaque cas est un detecteur CCD (Charge
Coupled Device). 1 uL. d’échantillon a été déposé sur une fenétre de Cal, puis séché a I'argon. Le
laser a été focalisé sur I’échantillon avec un objectif x50. Les spectres ont ensuite été mesurés dans
la région spectrale 3800-0 cm™ avec un temps d’exposition de 10 s excepté pour le spectre Raman

des plaques séniles ou un temps de 5 s a été utilisé (spectres présentés en Figure 4.18).
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3.4.2 Etude des composés modeles

Les spectres Raman ont été enregistrés au sein du laboratoire a I'aide d’un spectromeétre Renishaw

in Via Raman Microscope équipé d’un laser a 514 nm.

Pour les composés modeles étudiés dans le cadre de I’étude des tissus cérébraux, 1 ul. d’échantillon
a été déposé sur une fenétre de Cal', puis séché a 'argon. Le laser a été focalisé sur I’échantillon
avec un objectif x50. Les spectres ont ensuite été mesurés dans la région spectrale 3800-0 cm™ avec

un temps d’exposition de 10 s.

Pour les composés modeles étudiés dans le cadre de I’étude des liquides céphalorachidiens, les
¢chantillons ont été mélangés avec une solution colloidale de nanoparticules dans une proportion
1:1 (V:V). Ils ont ensuite été placés au thermomixer a 4°C pendant 40 min avec une vitesse de
rotation de 400 rpm. Une goutte du mélange (14 pulL exactement) a ensuite été placée sur une fenétre
de Cal'; avant d’étre mesurée par SERS. Les spectres SERS ont ensuite été enregistrés a 'aide d’un
objectif x5 dans la gamme 3200-400 cm™ avec un temps d’intégration de 10 s. Pour chaque

¢chantillon, cing spectres ont été accumulés a différents endroits de I’échantillon.

3.4.3 Etude des tissus cérébraux

Les mesures de microspectroscopie Raman ont été réalisées au sein du laboratoire du Dr. Sophie
Lecomte (CBMN, Université de Bordeaux) par I'intermédiaire d’un spectrometre Raman Witec
Alpha300RS équipé d’un laser a 532 nm. Les spectres Raman ont été enregistrés a I'aide d’un

objectif x20 dans la gamme spectrale 3800-0 cm™.

Dans le cadre des mesures réalisées pour I’étude de la maladie d’Alzheimer, un temps d’exposition

de 0,05 s a été utilisé. Un spectre a été enregistré tous les 0,5 pm selon les directions x et y.

Dans le cadre des mesures réalisées pour la sclérose en plaques, un temps d’exposition de 0.1 s a

été utilisé et un spectre a été enregistré tous les 4.5 pm selon les directions x et y.

3.4.4 Etude des liquides céphalorachidiens

Les mémes échantillons que pour la spectroscopie IR ont été utilisés pour ces mesures. Cependant,
les échantillons ont été mélangés avec une solution colloidale de nanoparticules dans une
proportion 1: 1 (V : V). Ils ont ensuite été placés au thermomixer a 4°C pendant 40 min avec une
vitesse de rotation de 400 rpm. Une goutte du mélange (14 pL. exactement) a ensuite été placée sur

une fenétre de Cal’; avant d’étre mesurée par SERS.
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Les mesures SERS ont été réalisées au sein de notre laboratoire a 'aide d’un spectrometre Renishaw
in Via Raman Microscope équipé d’un laser a 514 nm. Les spectres SERS ont été enregistrés a I'aide
d’un objectif x5 dans la gamme 3200-400 cm™ avec un temps d’intégration de 10 s. Pour chaque

¢chantillon, cinqg spectres ont été accumulés a différents endroits de I’échantillon.

3.5 Prétraitements des données

Apres Pacquisition, la premiere étape a réaliser avant d’analyser les données est de traiter les
spectres ; le terme de prétraitement est alors communément utilisé. En effet, différents
phénomenes peuvent venir perturber les spectres IR et/ou Raman tels que la fluorescence, le bruit
de fond du détecteur, des artefacts spectraux et spatiaux suite a une différence d’épaisseur au niveau
d’un échantillon par exemple, ce qui peut rendre P'analyse des spectres et la comparaison de ces
derniers difficiles (Bocklitz ¢7 al., 2011, Mohlenhoff ¢# al., 2005).

Un spectre contient une multitude d’informations pouvant provenir de divers composés. Ainsi, il
peut arriver parfois que des petites différences, difficiles a voir a I'ceil nu contiennent des
informations critiques. L’application d’analyses multivariées est alors nécessaire. Ces méthodes qui
seront détaillées plus en détails dans la partie suivante sont des méthodes de classification.
Appliquer donc des prétraitements est indispensable afin d’éliminer les interférences qui alterent
les spectres et qui engendreraient de faux criteres de classification (Heraud ez a/, 2006 ; Kohler e#
al., 2000).

Il est important de noter que les prétraitements appliqués aux spectres IR et Raman ne sont pas
forcément les mémes puisque la spectroscopie IR et Raman sont deux méthodes basées sur des

phénomenes différents.

3.5.1 Prétraitements appliqués aux spectres infrarouges

En fonction des échantillons étudiés, les prétraitements ont été effectués a I'aide du logiciel Origin
8.5 dans le cas de I’étude des peptides et composés modeles, ou a I'aide du logiciel Cytospec v
2.00.01 et/ou du logiciel Kinetics développé par le Pr. Erik Goormaghtigh (Structure et Fonction
des Membranes biologiques, Université libre de Bruxelles) et fonctionnant sous Matlab R2012a

dans le cas de I’étude des tissus cérébraux et des liquides céphalorachidiens.

- Soustraction de la vapeur d’eau: Bien que les spectromeétres IR soient purgés en

permanence par de lair sec, de méme que la boite en plexiglas pour les analyses de
microspectroscopie IR, un spectre de vapeur d’eau enregistré au préalable a été soustrait des

spectres.
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- Correction de la ligne de base : Les variations de ligne de base en spectroscopie IR sont

choses courantes suite a des phénomenes de diffusion, des variations au niveau des conditions
expérimentales ou aux facteurs instrumentaux par exemple. Corriger la ligne de base est donc une
étape trés importante notamment pour les analyses quantitatives et/ ou qualitatives ou les
absorbances sont évaluées. Différentes méthodes de correction de ligne de base existent (Lasch,
2012). Celle choisie ici consiste a définir 'absorbance de certains points qui ne contiennent aucune
information spectrale a 0 (Figure 3.2) (Krafft ¢# a/., 2007).

15 points ont été choisis dans le cadre des tissus cérébraux : 3800, 3620, 2700, 2500, 2400, 2300,
2125, 2000, 1900, 1800, 1776, 1721, 1357, 1144, et 1001 cm.

13 points ont été choisis dans le cadre des liquides céphalorachidiens : 3947, 3727, 2765, 2500,
2370, 2252, 2199, 1917, 1849, 1783, 1183, 891 et 734cm.

Absorbance (u.a.)

|
1500 1000

Figure 3.2 : Exemple montrant le procédé de correction de ligne de base. En noir correspond le spectre
brut et en bleu turquoise le spectre obtenu apres correction de la ligne de base. Les nombres d’onde pour

lesquels I'absorbance est portée a 0 sont marqués par les lignes en pointillés. Figure inspirée de Gaigneaux,
2004.

- Normalisation : En spectroscopie IR, I'intensité des spectres est fortement influencée par
les variations d’intensité de la source lumineuse, mais également par la quantité d’échantillon a
analyser ; ce qui sous-entend pour les tissus, par I’épaisseur de la coupe. Afin de pouvoir comparer
quantitativement et/ou qualitativement différents spectres, il est donc indispensable de normaliser
I'ensemble des spectres entre eux afin de les ramener tous a la méme échelle. Plusieurs méthodes
de normalisation existent dans la littérature (Lasch, 2012 ; Oberg ¢/ al., 2004). Dans le cadre des
tissus cérébraux, les spectres ont été normalisés vectoriellement entre 3800 et 1000 cm™. Ainsi, la
moyenne «y» de toutes les absorbances du spectre est calculée, puis soustraite au spectre. La
somme des carrés de toutes les valeurs « y » est ensuite calculée et le spectre est divisé par la racine
carrée de cette somme. Le résultat de la normalisation vectorielle est donc un spectre dont la somme

du carré de toutes les absorbances est égale a 1 (Peng ez al., 2015).
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Dans le cadre des liquides céphalorachidiens, les spectres ont été normalisés avec laire sous la
courbe entre 3727-2765 et 1800-734 cm™ (Hori et Sugiyama, 2003).

- Tests de qualité : Les paramétres ainsi que les conditions d’enregistrement des spectres IR

jouent un role important dans la détermination de leur qualité. Ainsi, il est important de les choisir
de maniére a avoir un niveau de bruit faible afin que I'information contenue dans un spectre ne soit
pas noyée dans du bruit, ce qui la rendrait inutilisable dans une analyse statistique. Cependant, lors
de mesures faites sur des tissus par microspectroscopie IR, il peut arriver parfois que certains
spectres soient de mauvaise qualité en raison que la coupe s’est détachée a un endroit de la fenétre,
ou que cette derniére est moins épaisse a certains endroits entrainant ainsi de faibles valeurs

d’absorbance. L’application de filtres permet alors d’éliminer ces spectres.

Deux types de filtres ont été appliqués sur les spectres préalablement prétraités : le premier fournit
une information directe sur la qualité d’un spectre puisqu’il permet d’éliminer tous les spectres
présentant un ratio signal/bruit inférieur 2 une certaine valeur. Afin d’évaluer le bruit d’un spectre,
un segment de 50 cm™ de longueur se déplace par pas de 1 cm™ le long d’une région spectrale ne
contenant aucune bande d’absorption provenant de molécules biologiques (2250-2100 cm™ par
exemple). I’écart-type moyen calculé par rapport a une ligne de base définie a chaque position du
segment permet ainsi d’estimer le bruit pour cette position (Figure 3.3). Le bruit total est ensuite
évalué en calculant la moyenne des différentes valeurs obtenues pour chaque position.

Le signal quant a lui est généralement donné apres soustraction d’une ligne de base, par

absorbance maximale de la région amide I et amide 11, située entre 1720 et 1490 cm™.

Doas

ok 0 Spectral data points |
__ Linear baseline fitted
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Figure 3.3 : Représentation schématique du calcul du niveau de bruit d’un spectre. Un segment de 50
cm ! est défini. La somme des carrés de distances des points expérimentaux par rapport a une ligne de base
définie (en rouge) est calculée. La moyenne de ces valeurs est ensuite calculée et attribuée a la moitié du
segment. Le segment se déplace alors d’un cm! ; une nouvelle ligne de base est définie et I’écart type moyen
est de nouveau calculé. La moyenne de 'ensemble des écarts-type moyens obtenus pour chaque position
définit le niveau de bruit (Benard ez a/, 2011).
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Le deuxieme filtre appliqué permet d’éliminer les spectres qui possedent des valeurs d’absorbance
négatives ou ceux ou la loi de Beer-Lambert n’est pas applicable car le détecteur a été saturé par la
lumicere IR incidente. Pour ce faire, 'absorbance des spectres apres normalisation est évaluée et ne

doit pas dépasser certaines valeurs.

- Dérivation : En spectroscopie IR, il est courant qu’une bande d’absorption corresponde a
la superposition de plusieurs vibrations provenant de groupements différents. Afin de mieux
séparer les différentes contributions et ainsi augmenter la résolution d’un spectre, des dérivations
peuvent étre appliquées. Les dérivées les plus souvent utilisées sont les dérivées premieres et
secondes. Un des autres avantages de la dérivation est de s’affranchir des problemes de ligne de
base. Cependant, un des désavantages majeurs est 'augmentation du niveau de bruit (Smith, 2011).
Ainsi, avant tout calcul de dérivées, les spectres sont lissés a I’aide de ’algorithme de Savitsky-Golay
(Savitzky et Golay, 1964). Cette méthode consiste a interpoler localement la courbe par une droite
de polynéme selon une procédure des moindres carrés. Le nombre de points de lissage utilisés dans

le cadre de ces travaux de recherche est 9.

- Déconvolution : Une autre méthode pour mettre en évidence les différentes contributions
présentes au sein d’une ou plusieurs bandes est la déconvolution (Singh ez @/, 1993 ; Singh, 1999).
En effet, cette méthode permet de décomposer une bande en plusieurs composantes grice a un
processus d’ajustement de courbes entre le spectre d’origine et celui qui résulte de I'ensemble des
composantes. Deux principaux parametres définissent la procédure d’ajustement : les bandes
individuelles et la ligne de base. Chaque bande peut étre définit selon trois parameétres : sa hauteur,
sa position et sa largeur a mi-hauteur. Le nombre de bandes qui définit le nombre de composantes
présentes au sein du spectre d’origine ainsi que leur position sont entrés dans le programme
(Kinetics dans notre cas). Ces dernieres sont déterminées a l'aide des dérivées secondes et
quatriemes du spectre, calculées au préalable. Egalement, la position de la ligne de base par rapport
au spectre doit étre entrée ainsi que les largeurs a mi-hauteur et hauteurs de chaque bande. Le
programme recherche ensuite les meilleurs paramétres pour chaque bande de profil Gaussien et
Lorentzien afin que le spectre résultant s’ajuste au mieux au spectre d’origine. Dans notre cas, nous
avons réalisé une procédure de « co-fitting », c’est-a-dire que le logiciel a recherché également a
avoir la meilleure correspondance entre les dérivées secondes des spectres. La contribution relative

de chaque bande peut étre ensuite déterminée a I'aide de 'aire de chaque bande.

3.5.2 Prétraitements appliqués aux spectres Raman

En fonction des échantillons étudiés, les prétraitements ont été réalisés par Origin 8.5 dans le cas
des peptides et composés modeles, par Witec dans le cas des tissus cérébraux ou par Kinetics dans

le cas des liquides céphalorachidiens.
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Certains prétraitements appliqués aux spectres IR peuvent étre également appliqués aux spectres

Raman. Ainsi, 'ensemble des détails ne seront pas répétés dans cette partie.

- Correction de la lighe de base : En spectroscopie Raman, un des principaux facteurs liés

aux variations de la ligne de base est la fluorescence. Ainsi, dans le cadre de I’étude des liquides
céphalorachidiens, 11 points ont été choisis afin que leur intensité soit portée a 0 : 3013, 2834,
1800, 1738, 1492, 1385, 1263, 1162, 1049, 765 et 592 cm'".

Dans le cadre de I’étude des tissus cérébraux, aucune ligne de base n’a été soustraite des spectres.
Cependant, les études ont montré que cela n’entrainait aucune modification sur l'interprétation des

résultats.

- Normalisation : En spectroscopie Raman, 'alignement du laser ou sa puissance sont des
parametres qui peuvent venir influencer lintensité des spectres et tout particulierement si des
spectres mesurés a des jours différents sont comparés par exemple. Ainsi, les spectres des liquides
céphalorachidiens ont été normalisés a ’aide de 'aire sous la courbe comprise entre 3013-2834 et
1800-400 cm™.

- Tests de qualité : Des raies parasites correspondant a des pics trés fins sans rapport avec

I’échantillon peuvent parfois étre observés sur les spectres Raman. Elles sont dues aux rayons

cosmiques qui percutent le détecteur. Afin de les éliminer, un filtre a été appliqué.

- Lissage : Le rapport signal/bruit d’un spectre Raman est généralement plus faible que pour
celui d’un spectre IR et tout particulicrement lorsque le temps d’exposition est faible comme c’est
le cas pour les mesures effectuées sur les tissus cérébraux. Cependant, le logiciel Witec qui a été

utilisé pour traiter les données corrige automatiquement le bruit avant d’effectuer toute opération.

3.6 Analyse des données

L’analyse des données peut se diviser en deux catégories : les analyses univariées et les analyses
multivariées. Les analyses univariées sont de plus loin les plus anciennement utilisées car elles
permettent la quantification d’analytes. Elles reposent sur le principe simple que la hauteur d’une

bande peut étre corrélée a la concentration d’un analyte.

Cependant, en spectroscopie vibrationnelle, une bande correspond a la vibration d’une liaison
moléculaire. Or, une biomolécule est composée de plusieurs liaisons moléculaires différentes
donnant ainsi lieu 2 un nombre important de vibrations et donc de bandes. Par conséquent, il va
étre important d’utiliser dans le cadre de la spectroscopie vibrationnelle utilisée a des fins
biomédicales, des analyses multivariées qui vont permettre d’étudier plusieurs bandes en méme

temps et non plus une seule (Wold, 1991). De plus, dans le spectre vibrationnel d’un échantillon
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biologique, il n’est pas rare que plusieurs vibrations provenant de biomolécules différentes se
superposent rendant ainsi I'analyse difficile. Les analyses multivariées reposent sur des analyses

statistiques et sont souvent regroupées sous le terme de chimiométrie (Kumar ez /., 2014).

Il existe deux classes d’analyses multivariées : les analyses non supervisées et les analyses
supervisées. Seules les analyses non supervisées seront détaillées ici car ce sont celles qui ont été
utilisées au cours de ces travaux de recherche. Elles n’exigent aucune connaissance a priori sur les
spectres impliqués dans I'analyse statistique, et en particulier sur leur appartenance a un groupe de
données spécifiques contrairement aux analyses supervisées. La classification hiérarchique

ascendante (HCA) et I'analyse en composantes principales (ACP) en sont des exemples.

3.6.1 Classification hiérarchique ascendante

L’HCA est une méthode permettant de classer les spectres dans différents groupes en fonction de
leur degré de similarité. En effet, elle a pour but de former des clusters de maniére a ce que chaque
cluster soit le plus homogene possible, c’est-a-dire que chaque spectre a l'intérieur de ces clusters
soit le plus similaire possible mais que les clusters entre eux soient le plus hétérogene possible.

Plusieurs criteres permettent de regrouper les données mais celui utilisé ici est le critere de Ward.

La premicre étape consiste a calculer une matrice contenant les distances entre toutes les paires de
spectres. Cette matrice de dimension n x n, ou n correspond au nombre d’éléments (spectres) est
symétrique, ce qui permet sa diagonalisation. La méthode la plus simple pour déterminer la distance
entre différents spectres est de calculer la distance Euclidienne. Considérant un espace

dimensionnel p et deux spectres Ei et By, la distance géométrique entre deux spectres peut étre

Distance Euclidienne (E1, E,) = / P lxi—yil? Equation 3.1

Ou x; et y; représentent la valeur d’absorbance au nombre d’onde i pour le spectre E; et E,

décrite comme suit :

respectivement.

La deuxieme étape consiste a regrouper les deux spectres les plus proches en termes de distance.
Ainsi, la dimension de la matrice de distances est réduite a (n-1) x (n-1) puisque les deux classes
fusionnées sont remplacées par la nouvelle. La distance du nouvel élément formé avec chacune des
autres classes est alors calculée afin que les deux autres éléments les plus proches soient regroupés.
Ce processus est réitéré jusqu’a ce qu’il ne subsiste plus qu’une seule classe reprenant tous les
spectres de la population. Les séquences de fusions peuvent étre représentées sous forme de

dendrogramme.

Afin de déterminer si deux clusters sont assez proches pour étre réunis, la méthode de Ward tente

de minimiser la somme des carrés des écarts (SCE) de chaque paire de cluster qui peut étre formée
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a chaque étape. Les deux qui se verront fusionner sont ceux pour lesquels 'augmentation de la
SCE est minimale lors de leur union. Pour un cluster X, la SCE correspondant a ce cluster est la
somme des carrés des écarts de chaque membre de ce cluster par rapport a la moyenne. S’il y a n

clusters, la SCE peut étre définie comme suit :
SCE =Y%_,SCEx = SCE, + SCE, + - + SCE, Equation 3.2

Au départ de la procédure de classification, chaque spectre forme un cluster. Ainsi, s’il y a N
spectres, SCEx= 0;avec X =1, 2, ..., N et donc SCE = 0. Au cours de la procédure, SCEx peut

étre définie comme suit :
Ny 1 Ny 2 .
SCEx =X, % |xi —N—ijlxj Equation 3.3
X
Avec Ny, le nombre de spectres appartenant au cluster X a la x*™ étape de la procédure.

La distance entre un cluster X et Y peut étre définie comme suit :
d(X,Y) = SCE(XY) — [SCEx + SCEy]

— NyNy 2 .
= Noiny d“(X,Y) Equation 3.4

Ou XY représente le nouveau cluster formé a partir de la combinaison des clusters X et Y et SCE

correspond a la somme des carrés des écarts comme décrit ci-dessus (Ward, 1963 ; Johnson e7 al.,
2007 ; Benard, 2012).

3.6.2 Analyse en composantes principales

I’ACP est une méthode statistique tres largement utilisée pour trouver des corrélations entre
individus, variables et individus-variables a partir d’un trés grand nombre de données. Dans le cas
présent, les individus correspondent aux spectres et les variables, aux nombres d’onde des régions
spectrales biologiquement représentatives. Comme il a déja été mentionné précédemment, il est
trés facile d’analyser une ou deux variables séparément des lors que les individus peuvent étre
représentés dans un graphique de dimension 2. Cependant, analyser plusieurs variables en méme
temps est plus difficile car les individus devraient étre alors représentés dans un espace
multidimensionnel. L’objectif de PACP est donc de revenir a un espace de dimension réduite en
réduisant le nombre de variables corrélées (de ordre de 10%) 4 un nombre limité de variables non

corrélées entre elles, appelées composantes principales (CP).

Mathématiquement, le profil spectral S;de tout spectre / peut étre représenté sous forme d’une

combinaison linéaire de #» nombres d’onde o

S,':ﬂm,m + ﬂ;;g,,yz'i‘ a;3 g3 + ...+ Ain on VIi<:< 772, 1<o<n Equation 3.5
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ou a;, est le vecteur des valeurs d’absorbance ou d’intensité du spectre 7 a chaque nombre d’onde

a.

Ainsi, tous les spectres incluent dans ’ACP peuvent étre représentés sous forme d’une matrice S a

m lignes et n colonnes.

ai,10,1 . ai,lo,n
S= : : Equation 3.6
aimo,1 . aimo,n

La diagonalisation de la matrice de covariance (7 x 7) caractérisant les interactions entre 7 variables
permet d’obtenir les couples de valeurs propres A/vecteurs propres 2. Le couple (v1,4, A,) déctivant
la plus grande variance est associé a la premic¢re composante principale PC1, une nouvelle variable
du systeme de coordonnées transformé qui va contenir des informations moléculaires sur les

composés chimiques et dont Pexpression est une combinaison linéaire du type:
PC1 = Vi1 Mt Vip2 A2 + V1,3)\3 + ...+ V1,n>xn, Vi<o<n Equation 3.7

ou vy est le vecteur propre correspondant a la valeur propre A, La deuxieme direction avec le plus
de variabilité se retrouve dans la deuxieme composante principale PC2, orthogonale a la premicre
et ainsi de suite. D’une maniere générale, plus de 99% de la variance est expliquée par les huit
premicres CP, bien qu’il en existe autant que de variables. I”ACP offre ainsi la possibilité de relier
la quasi-totalité de linformation en un nombre restreint de variables en fournissant une
représentation graphique des données spectrales dans I'espace des composantes principales
(Esbensen, 2004 ; Lasch et Petrich, 2011 ; Massart ¢z al., 1997).

Conclusion :

La spectroscopie infrarouge et Raman sont deux méthodes qui permettent d’obtenir des
informations chimiques sur un échantillon. Cependant, en raison de la complexité de la
composition d’un échantillon biologique, il est souvent difficile d’identifier ou de quantifier
les différents composés présents au sein de ces derniers. De plus, les différences entre deux
échantillons de conditions pathologiques différentes sont parfois tres faibles et donc
difficiles a observer lorsque les différents spectres sont simplement comparés entre eux.
Ainsi, prétraiter les spectres est indispensable pour éliminer les interférences qui alterent les
spectres et ainsi, augmenter la précision et la robustesse des résultats. Egalement, l'utilisation
d’analyses multivariées est nécessaire pour analyser 'ensemble de 'information contenu dans

les spectres.
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Chapitre 4

Etude de la maladie d’Alzheimer



4.1 Etude de peptides modeles

L’agrégation des peptides amyloides 3 (AB) joue un role important dans la maladie d’Alzheimer et
notamment dans les processus neurotoxiques qui conduisent a la mort des cellules neuronales
(Hardy et Selkoe, 2002). Les formes responsables de la toxicité seraient les oligoméres solubles
d’AB qui sont des formes intermédiaires dans le processus d’agrégation (Bucciantini ez a/, 2002 ;
Cleary et al., 2004 ; Klein ez al., 2001 ; Walsh ez al, 2002). En effet, leur capacité a interagir avec
certains métaux et /ou les membranes cellulaires serait déterminante dans les processus

neurotoxiques mais les mécanismes ne sont pas encore completement comptis.

Au cours de ce chapitre, la coordination des métaux avec les peptides amyloides 3 a été étudiée a
'aide de peptides mode¢les. Les études ont ensuite été étendues aux plaques séniles présentent au
sein du cerveau de souris transgéniques et aux liquides céphalorachidiens provenant de patients
atteints de la maladie d’Alzheimer afin d’identifier des marqueurs vibrationnels de la maladie. Ces
marqueurs refletent la composition d’'un échantillon et pourront donc étre utiles pour mieux

comprendre et diagnostiquer la maladie.

4.1 Etude de peptides modeles

Depuis la mise en évidence de I'implication des métaux, de nombreuses recherches ont été menées
afin de déterminer comment les peptides Af interagissent avec ces derniers. Il a été montré que les
sites d’interaction se situent au niveau des seize premiers acides aminés. Toutefois, les résultats

restent encore débattus dans la littérature (pour plus de détails, se référer au chapitre 1).

Au cours de cette étude, nous nous sommes plus particuliecrement intéressés a la coordination des
peptides AP avec le Zn etle Cu a pH6.8 et 8.9 par spectroscopie Raman et IR. Ces deux valeurs de
pH ont été choisies car il a été montré par de précédentes études que les peptides AB se lient
différemment aux ions Cu** selon le pH (Dorlet ¢# /., 2009 ; El Khoury e al., 2011 ; Trujano-Ortiz
et al., 2015). Cependant, afin d’étudier la coordination des peptides AR avec ces métaux, nos études
se sont portées dans un premier temps sur deux peptides modeles, DAHK et GHK (tous deux
portant leur nom de leur séquence en acides aminés) (pour plus de détails sur les acides aminés, se

rétérer a Pannexe 1).

Le peptide DAHK correspond a la partie N-terminale de la sérum albumine humaine (HSA) ;
protéine responsable du transport du cuivre et du zinc dans le sang. Le peptide GHK quant a lui,
est retrouvé dans le plasma complexé au Cu et intervient comme facteur de croissance.

Les complexes Cu-DAHK et Cu-GHK sont des systemes simples de structure connue (Figure 4.1).

Dans le complexe Cu-DAHK, la coordination équatoriale du Cu(Il) est assurée selon un motif
ATCUN, c’est-a-dire par quatre atomes d’azote provenant du groupement NH, terminal, du noyau
imidazole de I’'His placée en troisiéme position et de deux groupements amides déprotonés (Figure
4.1A) (Harford et Sarkar, 1997). Une molécule d’eau en position apicale complete la géométrie de

type pyramide a base carrée.
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Dans le complexe Cu-GHK, le Cu(Il) est coordonné dans le plan équatorial par le groupement
NH, terminal, un groupement amide déprotoné et le noyau imidazole de I'His. La quatricme
position équatoriale et la position apicale pour compléter la géométrie de type pyramide a base
carrée sont occupées par un atome d’oxygene de groupes carboxylate provenant d’autres peptides
GHK. Toutefois, ces deux positions sont labiles en solution (Figure 4.1B).

Concernant la coordination de ce peptide avec le zinc, une étude RMN a été reportée. Elle suggere

le méme type de coordination qu’avec le cuivre (Daignault ez 4/, 1985).

A) B)

;ouial
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A

Figure 4.1: Structure des complexes Cu(Ill)-DAHK (A) et Cu(Ill)-GHK (B) obtenues par rayons X
(Trapaidze ez al., 2012).

A) Cu(ll) est penta-coordiné avec quatre azotes en position équatoriale et une molécule d’eau en position
apicale. Les azotes proviennent du groupement NH; terminal (N (1)), de deux fonctions amides déprotonées
(N(2) et N(3)) et de N*du noyau imidazole de I’histidine (N(4)).

B) chaque atome de Cu(ll) est pentacoordiné avec trois azotes et un oxygene en position équatoriale et par
un oxygene en position apicale. Les trois azotes proviennent du groupement NH, terminal (N(3)), de la
fonction amide déprotonée entre les résidus Gly-His (N(2)) et de N*du noyau imidazole de Phistidine (N(1)).
L’oxygene provient du groupement COO- terminal d’un peptide voisin (O(3)).

4.1.1 Etude des complexes Cu(II)-GHK et Zn(IT)-GHK

> Raman

La figure 4.2 présente les spectres Raman de GHK seul, en présence de cuivre ou de zinc a pH6.8
et 8.9. L’ensemble des vibrations avec les attributions correspondantes sont reportées dans le
tableau 4.1.

-93 -



4.1 Etude de peptides modeles

Intensité (u.a.)

1600 1400 1200 1000 1600 1400 1200 1000

Nombre d'onde (cm™) Nombre d'onde (cm™)

Figure 4.2 : Spectres Raman du peptide GHK seul et en présence de Cu(Il) ou Zn(ll) a pHG6.8 et 8.9 dans
la région 1750-950 cm-.

o Coordination aux histidines

A pH 6.8 et 8.9, I'histidine peut exister
sous deux formes tautomeres selon si H"

c’est N* ou N" qui est protoné (voir (d Jfﬂ\ = { ﬁ\ﬂ-
encadré). Le spectre Raman du peptide ' NT
seul a2 pH 6.8 ou 89 montre la Tautomee I Tantomere IT
coexistence des deux formes. En effet,

la forme tautomére I présente des bandes marqueurs 2 1568, 1090 et 994 cm™ pour le pH 6.8 et 2
1570, 1085 et 990 cm™ pour le pH 8.9. Ces bandes sont attribuées respectivement aux vibrations
vC4=Cs, vCN et dring. La forme tautomere II quant a elle, présente des bandes marqueurs a 1585
et 1104 cm™ pour le pH 6.8 et 2 1585 et 1106 cm™ pour le pH 8.9 (Takeuchi, 2003). Ces bandes
correspondent respectivement aux vibrations vC4=Cs et vCN (Tableau 4.1). Le rapport des bandes
a 1585 et 1568 cm™ environ montre toutefois que la forme tautomére I (qui correspond 2 la forme
la plus énergétiquement favorable) est prédominante pour les deux pH (Ashikawa et Itoh, 1979).
Lors de la coordination d’un métal, cet équilibre est affecté puisque la liaison du métal sur un des
deux azotes, limite la protonation a 'autre azote. En général, les vibrations correspondant a la
forme libre de I’'His se situent a plus faibles nombres d’onde par rapport a celles de la forme

complexée.

En présence de Cu(Il) et 2 pH 6.8, la bande présente initialement 2 1568 cm™ se déplace a 1586
cm’', montrant que 'équilibre est déplacé vers la forme ot N* est protoné et N™ est lié au métal. Le

déplacement 2 1275 cm™ de la bande présente initialement 2 1267 cm™', ainsi que 'appatition des
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bandes a 1503 (vring, 8NH) et 974 cm™ (8ring), confirment 'implication de N* dans la sphére de
coordination (Mesu e7 al., 2006 ; Takeuchi, 2003 ; Torreggiani ez al., 2000b, 2003).

Drautres bandes peuvent servir de marqueur de la coordination d’un métal a 'His comme celles a
1244 (v=CN), 1116 (v=CN) et 1005 cm™ (8ring) (Mesu ¢t al., 2006 ; Takeuchi, 2003 ; Totreggiani et
al., 2000b, 2003).

En présence de Zn(II), les mémes bandes a 1585, 1504, 1275 et 971 cm™ sont retrouvées. Cela
montre que comme dans le cas du Cu(Il), N* est protoné et N* est li¢ au métal. Toutefois, une
bande 2 1600 cm™ peut étre également observée montrant que la forme N*-M, N™-H existe.
[’augmentation de lintensité de la bande 2 1441 cm™ confirme I'implication de N* dans la sphére
de coordination (Torreggiani e al., 2000a).

Lors de la coordination de Zn(II), il peut étre également observé apparition d’une bande a 1555
cm’. Cette bande est attribuée aux vibrations v.COO" et est certainement masquée dans le cas du

peptide libre par la bande 2 1568 cm™.

A pH 8.9, les spectres des complexes Cu(Il)-, Zn(II)-GHK sont tres similaires a ceux observés a
pH 6.8 au niveau des vibrations de 'His. En effet, des bandes a 1585, 1503, 1272 et 974 cm’!
présentant une coordination du métal avec N"sont observées pour le complexe Cu(Il)-GHK, et
des bandes a 1600, 1505, 1285, 1278 et 970 cm™ présentant une coordination du métal avec N™ et
N sont visualisées pour le complexe Zn(II)-GHK. Cependant, il a été montré que lorsqu’un métal
se coordine avec N*, une des bandes marqueurs de cette coordination se situe vers 1585 cm™. Cette
bande n’est pas visible ici car elle est masquée par I'augmentation de celle 2 1555 cm™ (une
déconvolution a été réalisée dans cette région pour le confirmer). Le rapport d’intensité entre les
bandes 2 1600 et 1585 cm™ tend a montrer que Zn(Il) se lie préférentiellement 2 N™.

Une bande 2 982 cm™ peut étre également observée dans le cas du complexe Zn(I1)-GHK.
L apparition de cette bande peut étre corrélée a "augmentation de celle 2 1555 cm™ et peut étre
attribuée a la forme complétement déprotonée de la chaine latérale de ’'His (Takeuchi, 2003, 2011 ;
Torreggiani e al., 2000a). Dans la littérature, ces bandes sont associées a une troisicme située a 1290
cm’ environ, qui dans le cas présent peut étre confondue avec celle 2 1285 em™ attribuée a la

coordination du métal avec N".

o Coordination au squelette peptidique

A pH6.8, une bande a 1685 cm™ peut étre observée pour le peptide seul. Cette bande correspond
principalement aux vibrations vC=0O de la chaine peptidique, et est plus communément appelée

amide 1.

En présence de Cu(Il), cette bande est diminuée et décalée 2 1674 cm™, suggérant la déprotonation
de groupement amide appartenant a la liaison peptidique suite a la coordination du métal. Cette

hypothése est confirmée par les modifications observées dans la région 1486-1410 cm™ avec
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notamment 'augmentation de la bande 2 1409 cm™ ot les vibrations C=O/CN' y sont retrouvées.
Généralement, la déprotonation de cet azote s’accompagne d’une diminution de la bande amide
IIT (Miura ef al., 1998 ; Torreggiani ez al., 2000b). Cependant, dans le cas présent, d’autres vibrations

viennent se superposer a cette derniere.

A pH 8.9, la bande amide I est retrouvée 2 1667 cm™ pour le peptide libre. Lots de la coordination
de Cu(Il) ou Zn(Il), une diminution et un déplacement de 9 cm™ vers de plus faibles nombres
d’onde de la bande amide I est observée. Cela suggere de la méme manicre que précédemment,
I'implication de groupement amide appartenant a la liaison peptidique dans la sphére de
coordination. Cette hypothése est confirmée par les bandes vers 1440 et 1410 cm™ environ qui

correspondent aux vibrations C=O/CN".

Cependant, afin de mieux évaluer si le cuivre ou le zinc se coordine avec une liaison peptidique, les
spectres IR des mémes composés ont été étudiés car la spectroscopie IR est tres sensible aux

changements qui s’opérent au niveau du squelette peptidique.

> IR

La figure 4.3 présente les spectres IR de GHK seul, en présence de cuivre ou de zinc a pH 6.8 et

8.9 dans la région amide I et amide II.

pHG6.8 pH8.9
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Figure 4.3 : Spectres IR du peptide GHK

Absorbance (u.a.)

GHK
© seul et en présence de Cu(ll) ou Zn(l) a
P % cu(pcuk ~ PHO.8 et 8.9 dans la région 1760-1460 cm-'.
/\_/ ‘-\‘
/ \ | Zn(II)-GHK

1700 1600 1500 1700 1600 1500

Nombre d'onde (cm™) Nombre d'onde (cm™)

A pH 6.8, 1a bande amide I peut étre observée pour GHK 2 1656 cm™. Lors de la coordination du
zing, cette bande n’est pas affectée contrairement dans le cas du cuivre, ou une forte diminution
peut étre observée. La perte de la bande amide I suggere la déprotonation de I'azote du groupement
amide suite a la coordination du métal avec la liaison peptidique.

La coordination du cuivre a la liaison peptidique entraine également des modifications dans la

région amide II entre 1600 et 1500 cm™. Cependant, d’autres vibrations viennent s’ajouter avec
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notamment les vibrations v, COO" et ;NH 5" de la Lys et vC=C de 'His rendant une analyse précise

difficile sans marquage isotopique.

A pH 8.9, une diminution de la bande amide I peut étre observée en présence de Cu(Il) et de Zn(II)
montrant I'implication de la liaison peptidique dans la sphere de coordination pour les deux
complexes. Toutefois, le complexe Zn(II)-GHK montre une bande amide I 2 1639 cm™ mieux
définie que celle pour le complexe Cu(II)-GHK. L’hypothese envisagée pour expliquer cela est la
formation d’un équilibre entre des complexes 1: 1 ou un mélange entre groupement amide
déprotoné et neutre coexiste. En effet, contrairement au Cu(ll), Zn(II) n’est pas capable de
déprotoner aussi facilement la liaison peptidique puisque par rapport a Cu(Il), Zn(II) est un acide
modéré de Lewis. De précédentes études ont cependant reporté que pour certains peptides
(principalement des tres petits constitués de 2 ou 3 résidus), Zn(II) est capable de se lier aux liaisons

peptidiques (Arnold ez al, 1991 ; Torregiani et al., 2000a).

En résumé, les données Raman et IR présentées ici ont permis de mettre en évidence I'implication
des azotes des liaisons amide, ainsi que lhistidine (via N¥) dans la sphere de coordination avec le
Cu(Il) a pHO6.8 et 8.9, ce qui est en accord avec les données de la littérature (Trapaidze et al., 2012).
Ces données ont également permis de démontrer que la coordination avec le zinc est différente et
est moins bien définie que celle du cuivre. En effet, il a été montré qu'a pH6.8, le résidu His prend
part a la sphere de coordination via N™ et N, ce qui suggere soit la formation d’un complexe 1 : 2
(Zn : GHK) ou soit un équilibre entre les deux formes (hypothése privilégiée). A pH 8.9, il a été
montré que Zn(Il) se lie de manicre prépondérante a N* bien qu’une coordination avec N” soit
toujours observée. Il a également été montré que ’'His peut former un pont entre deux Zn(Il)
puisque des vibrations correspondant au noyau imidazole de 'His totalement déprotoné ont été
visualisées. Il est néanmoins important de mentionner que le pKa du noyau imidazole neutre en
solution est aux alentours de 14. Ainsi, méme lors de la coordination d’un métal avec un des azotes
du noyau imidazole, le pKa de 'autre azote reste tres largement supérieur a 8.9. L’hypothése donc
envisagée ici pour expliquer la déprotonation totale de la chaine latérale de ’'His est que les mesures
ont été faites sur des échantillons secs. Les résultats ne sont par conséquent, pas les mémes qu’en
solution. Il a également été montré a pH 8,9 que la liaison peptidique peut faire aussi partie de la

sphére de coordination.
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4.1.2 Etude des complexes Cu(II)-DAHK et Zn(II)-DAHK

> Raman

La figure 4.4 présente les spectres Raman de DAHK seul, en présence de cuivre ou de zinc a pH6.8
et 8.9. L’ensemble des vibrations avec les attributions correspondantes sont reportées dans le

tableau 4.1

Cu(ll)-DAHK

Intensité (u.a.)

-—

o
—
=<
— WA

\ - =
\ \AHK”/\/anmyDAHK

1600 1400 1200 1000 1600 1400 1200 1000

Nombre d'onde (cm™) Nombre d'onde (cm™)

Figure 4.4 : Spectres Raman du peptide DAHK seul et en présence de Cu(ll) ou Zn(II) a2 pHG6.8 et 8.9
dans la région 1750-950 cm.

o Coordination aux histidines

A pH 6.8, en présence de Cu(ll), des bandes a 1585, 1504, 1276 et 976 cm™ témoignant d’une
coordination avec N" du noyau imidazole de I’'His sont observées. Les mémes bandes (a plus ou

moins quelques crn'l) peuvent étre retrouvées a pH8.9.

En présence de Zn(Il), a pH 6.8, les mémes bandes témoignant d’une coordination avec N” sont
retrouvées mais également des bandes témoignant d’une coordination avec N*comme celles a 1603
et 1288 cm™. Toutefois, le rapport entre les bandes a2 1603 et 1585 cm™suggere que la forme N*-M
est prédominante.

A pH 8.9, des bandes intenses peuvent étre observées a 1556, 1290 et 982 cm™. Ces bandes ont été
précédemment attribuées au noyau imidazole de ’His completement déprotoné. Une faible bande
2 1605 cm™ peut étre néanmoins visualisée, suggérant que tous les noyaux imidazole ne sont pas
sous forme déprotonée, mais qu’une faible partie est encore sous forme neutre avec N* protoné et

N* 1ié au métal.
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o Coordination au squelette peptidique

A pH 6.8 et 8.9, la bande amide I est retrouvée pour le peptide libre 2 1668 cm™. Un déplacement
de 10 cm™ vers de plus faibles nombres d’onde est observé pour le complexe Cu(Il)-DAHK 2
pHO6.8 suggérant une déprotonation de l'azote appartenant a la liaison peptidique suite a la
coordination du métal. Les bandes a 1442 et 1410cm™ cotrespondant aux vibrations C=0O/CN
confirment cette hypothese. A pH 8.9, la bande amide I est retrouvée pour le complexe Cu(Il)-
DAHK et Zn(I)-DAHK 2 1665 et 1663 cm™ respectivement. Aucune éventuelle coordination de
ces métaux avec le squelette peptidique ne peut donc en étre déduite. Toutefois, afin de mieux
évaluer si le cuivre ou le zinc se coordine avec une liaison peptidique, les spectres IR ont été étudiés

comme précédemment.

> IR

La figure 4.5 présente les spectres IR de DAHK seul, en présence de cuivre ou de zinc a pH6.8 et
8.9.

Pour les deux valeurs de pH, une diminution de la bande amide I peut étre observée en présence

de Cu(Il) montrant une coordination avec la liaison peptidique.

En présence de Zn(II), aucune variation ne peut étre observée excluant ainsi toute coordination du

zinc avec la liaison peptidique.
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'g S <= 3 L Cul)-DAHK v H6.8 et 8.9 dans la région 1760-1460 cm.
2 }://'\\\\\ /:l/’\\\\\x_
< /

N /’ Zn(I)-DAHK
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En résumé, les données Raman et IR présentées ici ont permis de mettre en évidence I'implication
des azotes des liaisons amide, ainsi que lhistidine en position 3 (via N") dans la sphere de
coordination avec le cuivre 2 pHG6.8 et 8.9, ce qui est en accord avec les données de la littérature
(Trapaidze et al, 2012). Egalement, comme pour GHK, ces études ont démontré que la
coordination avec le zinc est différente et moins bien définie que celle avec le cuivre. En effet, a
pHO6.8, le résidu His serait impliqué dans la sphere de coordination via N* et N* suggérant un

équilibre entre deux formes. Il semblerait néanmoins, que cet équilibre soit déplacé vers la forme
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tautomere 11 ; c’est-a-dire ou N” est protoné et N est lié au métal. A pH8.9, un autre type de

coordination semble apparaitre avec la formation d’un complexe ou I’'His est pontant.

Les spheres de coordination supposées pour les peptides GHK et DAHK a pH 6.8 et 8.9 sont

présentées en figure 4.6.

COOr | COOr
| ; GHK
NHZfN" NH,#— N
N N
(_:nl)c) ! (:(|)<_) r|v— His —T
\111~?—N/N NH,—@8— N /N NIIJ#—PNAY—\H\
> L COO- COO-
pH 6.8 : pH 8.9
v v DAHK
NHZA?—N NHZA?—N
N N
CcOO (7,'(|)() ]|\]"‘7 His —N
NH,—@— N /N N, —@— N N —@— > —@— 1,
|
l l CcCOO COO
pH 6.8 ' pH 8.9

Figure 4.6 : Spheres de coordination supposées pour les peptides GHK et DAHK en présence de Cu(ll)
et Zn(I) a pH 6.8 et 8.9. Les groupements notés en rouge correspondent a ceux qui ont été mis en évidence
au cours de ces études par spectroscopie Raman et IR, ceux notés en noir correspondent aux groupements
suggérés a partir de la structure cristallographique des complexes Cu(II)-GHK et Cu(II)-DAHK a pH 6.8
et 8.9 et ceux notés en gris correspondent a des ligands proposés pour Zn(Il) a partir des données
cristallographiques des complexes Cu(Il)-GHK et Cu(1l)-DAHK.

4.1.3 Etude des complexes Cu(II)-AB16 et Zn(II)-AB16

La figure 4.7 présente les spectres Raman du peptide AB16 seul, en présence de cuivre ou de zinc

a pHO6.8 et 8.9. I’ensemble des vibrations avec les attributions correspondantes sont reportées dans
le tableau 4.1.
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Figure 4.7 : Spectres Raman du peptide AB16 seul et en présence de Cu(ll) ou Zn(Il) 2 pH6.8 et 8.9 dans
la région 1750-950 cm™.

o Coordination aux histidines

A pH 6.8, en présence de Cu(Il), des bandes a 1500, 1270 et 970 cm’ témoignant d’une
coordination avec le noyau imidazole des His via N* sont observées. Toutefois, 'augmentation de
Pintensité de celle 2 1605 cm™ et la présence de celle 2 1290 cm™ témoignent également d’une
coordination avec N'". Les mémes bandes peuvent étre retrouvées a pH8.9 et en présence de Zn(II)

quel que soit le pH.

o Coordination au squelette peptidique

A pH 6.8 et 8.9, la bande amide 1 est retrouvée 2 1672 cm™. En présence de Cu(Il) ou Zn(Il),
aucune variation ne peut ¢tre observée suggérant que les liaisons peptidiques n’interviennent pas

dans la sphere de coordination de ces métaux.

La figure 4.8 présente les spectres IR du peptide AB16 seul et en présence de Cu(Il) ou Zn(Il) a
pH 6.8 et 8.9. Pour le peptide libre, la bande amide I est retrouvée a 1643 cm™ pour les deux valeurs
de pH. Lors de la coordination du Cu(ll) ou Zn(II), cette bande est déplacée vers de plus hauts
nombres d’onde. Ces résultats tendent donc a confirmer que les liaisons peptidiques ne sont pas
impliquées dans la sphere de coordination. Cependant, certaines études ont suggéré qu’a pH9, le
Cu(1l) se coordine au groupement amide déprotoné entre Aspl et Ala2 (Dotlet ez al, 2009 ; El
Khoury ef al., 2011 ; Trujano-Ortiz ez al., 2015). Plusieurs possibilités peuvent expliquer 'absence

de modifications au niveau de la bande amide I :
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- Les groupements amides ne sont pas impliqués dans la sphere de coordination, ce qui
favorise la théorie ou ce sont le groupement carboxylique d’Aspl et les histidines en
position 6, 13 et 14 qui sont impliqués dans la sphere de coordination du Cu(Il) (Curtain
et al., 2001 ; Drew ez al., 2009 ; Syme et al., 2004).

- Ladéprotonation du groupement amide entre Aspl et Ala2 est masquée sur les spectres

par la présence des quatorze autres groupements amide protonés.
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Conclusion :

Les spectres Raman et IR de deux peptides modéles, GHK et DAHK en présence d’ions
Cu™ et Zn*" 2 pH 6.8 et 8.9 ont été analysés. A I'aide de la structure cristallographique des
complexes Cu(Il)-GHK et -DAHK a pH 7.4, des bandes marqueurs de la coordination ont
¢été identifiées permettant de suggérer une sphere de coordination pour le zinc et d’évaluer
Peffet du pH. Il a été montré qu’en présence de Cu(ll), le pH n’a pas d’influence sur la sphere
de coordination contrairement avec Zn(Il). En effet, lorsque le pH augmente, il semblerait
que Zn(Il) se lie préférentiellement a N* alors qua pH 6.8, un équilibre entre N*et N”
coordiné existe. Il a également été montré a pH 8.9, que 'His est capable de former un pont
entre deux ions Zn*". Cette forme a été observée comme majoritaire dans le cas de DAHK.
Pour la suite, il serait donc intéressant de refaire les études a un pH encore plus élevé afin de

voir si cette structure devient la seule pour les complexes Zn(II)-GHK et -DAHK.

Les données ont ensuite été étendues a la sphere de coordination du peptide AB16. Les
résultats montrent 'implication des résidus His dans la sphére de coordination du cuivre et
du zinc. Cependant, afin de déterminer quelles sont les histidines impliquées, d’autres études
sont nécessaires et notamment sur des peptides marqués au niveau de chacune d’entre elles.
L’étude d’autres peptides marqués peut également étre envisagée afin de confirmer par

exemple 'implication d’Asp1 ou Glull dans les sphéres de coordination de ces métaux.

La compréhension du mode de liaison des histidines a un métal dans la gamme de pH

physiologique est cruciale car cela peut avoir un effet direct sur I'agrégation des peptides.
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4.2 Etude des tissus cérébraux

Dans cette partie, nous nous sommes plus particulicrement intéressés a I’étude des plaques séniles

présentent au sein de ’hippocampe de souris transgéniques (Tg2576) agées de 18 mois puisque

I’hippocampe est le point de départ de la maladie d’Alzheimer. Plusieurs coupes successives issues

de deux souris Tg2576 et de deux souris saines ont été analysées afin de vérifier la reproductibilité

des mesures. La figure 4.9 présente une image représentant les coupes de cerveau de souris étudiées,

ainsi qu'une plaque sénile prise au microscope optique. Il est important de noter que la couleur

verte peut étre due a un effet du systéme optique.

Figure 4.9: A gauche: Image d’une coupe
coronale d’un hémisphere cérébral de souris (la
zone en pointillée délimite 'hippocampe) obtenue
a I'aide du microscope qui équipe le spectromeétre
Raman (voir chapitre 2). A droite : image d’une
plaque sénile localisée dans I’hippocampe d’une
souris transgénique atteinte de la maladie
d’Alzheimer obtenue a l'aide d’un microscope
Leica DMR-X équipé dune caméra Nikon

coolpix 995 en contraste de phase.

4.2.1 Empreinte moléculaire du tissu cérébral sain

Les spectres IR et Raman typiques du tissu cérébral et plus particulierement de hippocampe sont

présentés en figure 4.10.
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Figure 4.10 : Spectre IR de 3700 a 2700 et de 1800 a 1000 cm! (A) et spectre Raman de 3800 a 2700 et
de 1800 a 400 cm! (B) typique du tissu cérébral sain. La longueur excitatrice pour le Raman est de 532

nm.
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Afin d’identifier les vibrations observées au sein des spectres IR et Raman du tissu cérébral, les
quatre grandes classes de biomolécules présentes au sein de ce dernier (protéines, lipides, acides
nucléiques et sucres) ont été étudiées au préalable. Les spectres IR et Raman sont présentés en

figure 4.11.
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Figure 4.11 : Spectres IR de 3800 a 2800 et de 1800 a 800 cm! (A-E) et spectres Raman de 3200 a 2800 et
de 1800 a 400 cm! (F-]) de la protéine HSA (A,F), du glucose (B, G), de PADN (C,H), de I'asolectine, un
mélange de phospholipides (D, I) et du cholestérol (E, ]). La longueur excitatrice pour le Raman est de 514

nm.

Des vibrations provenant des protéines, lipides, glucides et acides nucléiques peuvent étre
retrouvées au sein des spectres IR et Raman représentant le tissu cérébral sain (Tableau 4.2 et 4.3).
Les protéines présentent des vibrations en spectroscopie IR 2 1662 et 1551 cm™ correspondant 2
amide I et II respectivement. Les vibrations des chaines latérales des acides aminés sont retrouvées
a 2965, 2927, 2877 (CH2/CHs) et 1398 cm™ (COO)). Ces bandes sont localisées dans le spectre
Raman 2 des positions similaires : 2959, 2934, 2915, 2886 et 1403 cm™. Les vibrations du squelette
peptidique quant a elles se retrouvent 2 1662 (amide I) et 1240 cm™ environ (amide III) ; amide II
étant tres peu visible en Raman. D’autres vibrations peuvent étre également identifiées a 1558, 878
et 752 cm™ pour le Trp ; 1588, 1211, 1107, 1038 et 1007 cm™ pour la Phe ; 853, 831 et 646 cm'!
pour la Tyr (Barth, 2000 ; Krafft, 2009 ; Rehman ez a/,, 2013 ; Zhu et al., 2011).
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La région 1200-950 et 1200-500 cm™ pour la spectroscopie IR et Raman respectivement sont

dominées par les vibrations des groupements C-O et C-C des glucides.

Les vibrations des groupements phosphates de PADN provenant des liaisons phosphodiesters sont

retrouvées vers 1230 et 1082 cm™' pour la spectroscopie IR et vers 1091 cm™ pour la spectroscopie
Raman (Krafft, 2009 ; Rehman ez a/, 2013).

Les vibrations des lipides en spectroscopie IR sont retrouvées par exemple a 1748 (groupements
C=0), 2965, 2927, 2877, 2857, 1461 (groupements CH,/CH3) et 3018 cm’ (groupements C=C
provenant des chaines lipidiques insaturées). Les vibrations correspondantes dans le spectre Raman
se retrouvent a 2915, 2886, 2852, 2726, 1446 (CH./CHs) et 1746 cm™ (C=0). Des bandes
additionnelles peuvent étre également attribuées aux groupements choline des tétes lipidiques (722
cm™) et aux groupements C=C provenant des chaines lipidiques insaturées (3014 cm™) (Krafft,
2005, 2009 ; Rehman ez al., 2013).

Toutefois, selon la région étudiée de ’hippocampe, une composition chimique différente peut-y
étre trouvée puisque ce dernier est formé de deux structures en forme de U inversés, le gyrus denté
et la corne ’Ammon. Sur la base de différences morphologiques et de ses connexions synaptiques,

la corne d’Ammon est également subdivisée en trois parties : CAl, CA2 et CA3 (Figure 4.12).

Figure 4.12 : Structure interne de ’hippocampe. DG :
gyrus denté, CA: corne d’Ammon, EC: cortex
entorhinal, pp : voie perforante, sm ou lI-m : stratum
moleculare, sg: stratum granulosum, mf: fibres
moussues, SO : stratum oriens, Ssp: stratum
pyramidale, sr: stratum radiatum, sc: collatérale de
Shaffer, S : subiculum, H : hile

Ainsi, avant d’étudier les modifications chimiques entrainaient par la maladie d’Alzheimer, il est
important de déterminer les variations qu’il peut y avoir au sein d’'un méme tissu. La composition
protéique et lipidique a donc été étudiée sur un échantillon provenant d’une souris saine.
Différentes régions de I’hippocampe ont été mesurées par microspectroscopie IR et Raman puis

comparées entre elles (Figure 4.13).
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Les lipides possédent des vibrations caractéristiques entre 3020 et 2800 cm’ provenant des
vibrations d’élongation CH et vers 1750 cm” provenant des liaisons esters. Cependant, en
spectroscopie Raman, les vibrations des protéines participent également fortement a cette région.
Toutefois, ces derniéres vont avoir une conttibution majoritaire entre 3000 et 2930 cm™ et les
lipides, plutdt entre 2930 et 2800 cm™ (Figure 4.11).

Ainsi, afin de visualiser les changements dans la composition lipidique, les massifs entre 3002-
2829cm™ et 2936-2834 cm’ ont été étudiés pour la microspectroscopie IR et Raman
respectivement, ainsi que les bandes 2 3018, 1749 cm™ et 3014, 1740 cm™. Pour la composition
protéique, les bandes entre 1722-1489 et 3000-2930 cm’ ont été étudiées pour la
microspectroscopie IR et Raman respectivement. La structure secondaire des protéines a également
été analysée au travers de la bande des feuillets B (1630 cm™ pour la spectroscopie IR et 1670 cm™

pour la spectroscopie Raman).

Une répartition inhomogene des protéines et des lipides peut étre observée en fonction des régions
étudiées pour la microspectroscopie IR et Raman (Figure 4.13). En effet, des zones contenant plus
de protéines peuvent étre identifiées. Ces dernieres sont corrélées a une diminution des lipides et
notamment a une baisse des phospholipides et des lipides insaturés suite a une diminution de la
bande située entre 1767 et 1710 cm™ environ correspondant aux vibrations des liaisons esters et de

celles situées entre 3030 et 3000 cm™ environ respectivement.

Inversement, des zones contenant plus de lipides peuvent étre identifiées et corrélées a une

diminution de la quantité totale des protéines.

- 107 -



4.2 Etude des tissus cérébraux
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Figure 4.13 : Cartes IR (1-3) et Raman (4-0) issues de différentes régions du cerveau de souris saines. Ces
cartes représentent la répartition des protéines et des lipides obtenues a partir de I'aire entre 1722-1489,
3002-2829 cm respectivement pour la microspectroscopie IR et entre 3000-2930, 2936-2834 cm'!
respectivement pour la microspectroscopie Raman. Les bandes marqueurs d’une conformation en feuillets
B des protéines ainsi que celles correspondant au groupement carbonyle et aux insaturations des lipides ont
également été analysées a partir de l'intensité de la bande a 1630 cm! et de laire entre 1767-1724 et 3028-
3002 respectivement pour la microspectroscopie IR et a partir de I'intensité de la bande a 1670 cm! et de
Paire entre 1760-1710 et 3031-3005 cm'! respectivement pour la microspectroscopie Raman.

Pour la microspectroscopie IR, I'ouverture utilisée est de 12.5 um et la distance entre chaque point de
mesure est de 4.16 pm. Pour la microspectroscopie Raman, un objectif 20x a été utilisé et la distance entre
chaque point de mesure est de 0.5 um. La longueur excitatrice est 532 nm.

I’échelle de couleur appliquée pour chaque bande étudiée est la méme que celle qui a été utilisée pour la

suite avec les tissus malades.
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Nombre d'onde (cm-)
1043
1058
1067
1082

1096

1108
1121
1143
1161
1183
1214

1230

1246

1263

1282
1308
1324
1356
1375
1395
1408
1448
1461
1474
1505
1523
1553
1583
1600
1617
1646
1665
1694
1748
2857
2877
2927

2965
3018
3296

Composé chimique
Acides nucléiques, glucides
Glucides, lipides
Acides nucléiques, glucides
Acides nucléiques, glucides
Acides nucléiques, lipides
Acides nucléiques, lipides
Glucides
Acides nucléiques, glucides
Protéines, glucides
Protéines, glucides
Acides nucléiques, lipides
Acides nucléiques, lipides
Acides nucléiques, lipides,
protéines
Acides nucléiques, lipides,
protéines
Acides nucléiques, lipides
Protéines
Protéines
Protéines, lipides
Protéines, lipides
Protéines
Protéines
Lipides
Lipides
Lipides
Lipides
Protéines
Protéines, acides nucléiques
Protéines
Protéines, acides nucléiques
Acides nucléiques
Protéines, acides nucléiques
Protéines, acides nucléiques
Protéines, acides nucléiques
Lipides
Lipides
Lipides, protéines
Lipides, protéines
Lipides, protéines
Lipides

Protéines

Tentative d’attribution
v(POy), couplage entre v(CO) et 5(CO)
Couplage entre v(CO) et 3(CO), cholestérol
v(CO)
vs(POy), v(CO)
vs(PO2)
vs(PO?)
v(CO), v(CC)
v(CO)
v(CO)
v(CO), v(C-OH)
vas(PO2)
vas(PO2)

vas(PO2), Amide III

vas(PO27), Amide III

vas(PO2)
Amide IIT
Amide IIT
v(CO), 8(CH), 3(NH), Cholestérol
v(CO), 8(CH), 3(NH), Cholestérol
8(CHz), v(COO")
8(CHz), v(COO")
8(CHy)
8(CHy)
8(CHy)
8(CHy)
8(CH) des groupements phényles
Amide II, v(C=C), v(C=N)
Amide II
v(CC) des groupements phényles
Bases azotées
Amide I, bases azotées
Amide I, bases azotées
Amide I, bases azotées
v(C=0)
vs(CHy)
vs(CHs)
vas(CHy)
vas(CH3)
v(=CH)
Amide A

Tableau 4.2 : Position et tentatives d’attribution des bandes provenant d’un spectre IR typique du tissu

cérébral (Attributions faites a partir de Barth, 2000 ; Krafft, 2009 ; Rehman ez a/, 2013). Les positions ont

été déterminées a partir de la dérivée seconde du spectre IR.
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Nombre Lo . L
Ponde (cm) Composé chimique Tentative d’attribution
426 Lipides Cholestérol
551 Lipides, saccharides Cholestérol
610 Lipides, protéines Cholestérol, 3(O-C=0) Phe
646 Protéines v(CC) Tyr
706 Lipides, protéines Cholestérol, Trp
722 Acides nuc%éi.ques, v(CN) nucléotides, téte des phospholipidides
phospholipides
752 Protéines Symmetric breathing Trp
831 Protéines Ring breathing Tyr
853 Protéines Ring breathing Tyr
878 Protéines d(ring) Trp
932 Protéines v(C-C), Pro
1007 Protéines 8(ring) Phe
1038 Protéines 8(C-H) Phe
1047 Glucides v(CO)
1068 Acides nucléiques, lipides v(C-C), v(C-0O) phospholipides, v;(CC), v,s(PO2") acides nucléiques
1091 Acides nucléiques, lipides v(C-C), v(C-0O) phospholipides, v;(CC), v,s(PO2") acides nucléiques
1107 Protéines Phe
1168 Lipides v(C=C), 3(COH)
1175 Protéines 8(C-H) Tyr
1211 Protéines v(C—CHs) Trp, Phe
1240 Protéines, acides nucléiques v(CN), 8(NH) Amide III, vas(PO2") acides nucléiques
1274 Protéines, lipides, acides v(CN), 8(NH) Amide III, 3(=CH) Lipides, Ring breathing acides
nucléiques nucléiques
Protéines, acides nucléiques,
1308 . 8(CHo), y«(CHj3/CHy), y«(CHs/CHb)
lipides
1341 Protéines, acides nucléiques 8(CHs), 8(CHy), y«(CH3/CHy), y.(CH3/CHy)
1403 Protéines vs(COO-)
1446 Protéines, lipides 8(CHy), 6(CHs3)
1558 Protéines v(CN), v(C=C) Trp, Tyr
1588 Protéines v(C=C)Phe
1610 Protéines v(C=C) Phe, Tyr
1662 Protéines v(C=0) Amide I
1746 Lipides v(C=0)
2726 Lipides v(CH)
2852 Lipides, protéines vs(CHp)
2886 Lipides, protéines v(CHy) résonance de Fermi
2915 Lipides, protéines vas(CH2)
2934 Protéines, lipides vs(CH3)
2959 Protéines, lipides vas(CH3)
3014 Lipides vas(=CH)
3063 Protéines v(=CH)
3286 Lipides, eau v(OH)

Tableau 4.3 : Position et tentatives d’attribution des bandes provenant d’un spectre Raman typique du tissu
cérébral (Attributions faites a partir de Howell ef a/., 1999 ; Kraftt, 2005 ; Rehman ez af., 2013).
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4.2.2 Empreinte moléculaire des plaques séniles

O Analyses univariées

Plusieurs plaques séniles localisées au niveau de ’hippocampe de souris transgéniques atteintes de
la maladie d’Alzheimer et agées de 18 mois ont été étudiées par spectroscopie IR et Raman. Afin
d’identifier les variations dans la composition protéique et lipidique des plaques séniles, les régions
contenant les bandes amides ainsi que celles contenant les vibrations d’élongation CH et C=0 des

lipides ont été comparées a celles de ’hippocampe sain (Figure 4.14).
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Figure 4.14: Comparaison

des spectres IR et Raman
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Le spectre IR représentant le centre des plaques séniles montre une augmentation de la bande a
1630 cm™ et une diminution de celle 2 1662 cm™ par rapport au spectre IR du tissu cérébral sain.
Ces modifications au niveau de la bande amide I témoignent d’un changement conformationnel
des protéines présentes au sein des plaques séniles, passant d’une structure hélicoidale a une
structure en feuillets @ paralléles, ce qui en accord avec lagrégation des peptides AR. Un
déplacement du maximum de la bande amide II peut étre également observé. La position initiale a
1550 cm™ pour le tissu sain est généralement observée pour les protéines majoritairement
structurées en hélices o alors que la bande 2 1542 cm™ est plutot souvent visualisée pour les

protéines organisées en feuillets 3.

Toutefois, selon les plaques séniles étudiées, le profil des bandes amide I et II different légerement
(Figure 4.15). En effet, la bande correspondant aux feuillets B varie entre 1630 et 1636 cm™. La
position de cette bande dépend fortement du nombre de brins  impliqués dans le feuillet 3 et de

la force des liaisons hydrogenes. Ainsi, le décalage vers de plus faibles nombres d’onde indique une
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augmentation du nombre de brins § impliqués au sein du feuillet et/ou la formation de plus fortes
liaisons hydrogenes (liaisons hydrogenes plus courtes par exemple) comme c’est le cas pour les
fibres. Ces résultats mettent donc en évidence le processus d’agrégation des peptides Af au cours
du temps ; la plaque numérotée en 1 sur la figure 4.15 et 4.16 correspondant certainement a une

plaque plus ancienne.

Figure 4.15: Spectres IR dans la gamme
spectrale 1720-1480 cm! de trois différentes

plaques séniles. Les numéros attribués aux

Absorbance (u.a.)

plaques correspondent a ceux attribués en

figure 4.16.

T T T T T
1700 1650 1600 1550 1500

Nombre d'onde (cm™)

L’analyse quantitative de la région amide I réalisée par déconvolution confirme un état d’agrégation
différent entre les plaques. En effet, le pourcentage de feuillets 3 varie entre 33 et 39% et celui des
hélices a/structures désordonnées entre 28 et 34%. Le spectre représentant le tissu sain a également
été déconvolué. Une structure majoritaire en hélices a/structures désordonnées a été trouvée avec
un pourcentage de 50% contre 12% de feuillets 8. Pour chaque cas, le pourcentage de coudes varie
entre 25 et 30% (Annexe 2).

Les cartes IR présentées en figure 4.16 représentent 'intensité et la distribution de la bande a 1630
cm’. Elles soulignent une forte concentration de protéines organisées sous forme de feuillets 3
paralleles au sein des plaques séniles mais une absence au niveau du tissu environnant. Ces données
sont en accord avec de précédentes études réalisées par microspectroscopie IR (Choo, ez al., 1996 ;
Liao et al., 2013 ; Miller ez al., 2000).

La microspectroscopie Raman confirme la forte concentration de protéines organisées sous forme
de feuillets B au sein des plaques séniles avec un décalage de la bande amide I vers de plus hauts
nombres d’onde (Figure 4.14 et 4.16).

Concernant les lipides, il peut étre observé sur la figure 4.14, une diminution des vibrations
d’¢longation CH dans la région 3002-2829 et 2936-2834 cm™ pour la spectroscopie IR et Raman
respectivement, ainsi que des vibrations d’élongation C=O des fonctions esters (1747 cm™) et des
vibrations d’élongation C=C des lipides insaturés (3018 cm™), témoignant d’une diminution de la

quantité de lipides au sein des plaques séniles et plus particulicrement des glycérophospholipides.

Les cartes IR et Raman sur la figure 4.16 représentent I'intensité et la distribution des vibrations

d’élongation CH, de la vibration d’élongation C=0O des fonctions esters des lipides et des vibrations
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d’élongation C=C des lipides insaturés. Elles soulignent une plus faible concentration de lipides au
centre des plaques par rapport au tissu environnant. Egalement, elles permettent de mettre en
évidence la présence d’un halo lipidique constitué majoritairement de glycérophospholipides autour

des plaques séniles.
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Figure 4.16 : Cartes IR (1-3) et Raman (4-0) de différentes plaques séniles. Ces cartes représentent la répartition
des protéines sous forme de feuillets B et des lipides obtenues a partir de I'intensité de la bande a 1630 cm!
(feuillets B) et de laire entre 3002-2829 (lipides totaux), 1767-1724 (groupement carbonyle des lipides) et 3028-
3002 cm ! (lipides insaturés) pour la microspectroscopie IR et a partir de I'intensité de la bande a 1670 cm!
(feuillets B) et de l'aire entre 2936-2834 (lipides totaux), 1760-1710 (groupement carbonyle des lipides) et 3031-
3005 ecm! (lipides insaturés) pour la microspectroscopie Raman.

Pour la microspectroscopie IR, Pouverture utilisée est de 12.5 um et la distance entre chaque point de mesure est
de 4.16 um. Pour la microspectroscopie Raman, un objectif 20x a été utilisé et la distance entre chaque point de
mesure est de 0.5 pm. La longueur d’onde excitatrice est 532 nm.

Léchelle de couleur appliquée pour chaque bande étudiée est la méme que celle qui a été utilisée précédemment

dans la figure 4.13.
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La comparaison des spectres Raman représentant le
centre des plaques séniles et le tissu cérébral sain a
également permis de mettre en évidence une
exaltation des bandes a 1588, 1400, 1316, 1132 et 754
cm’ (Figure 4.17 A). Ce profil spectral est obtenu
selon la méme distribution et localisation que celui de
la bande amide I (Figure 4.17 B).

Généralement, lexaltation de  signaux en
spectroscopie  Raman  est induite lorsqu’un
chromophore présente une transition électronique
proche de la longueur d’onde excitatrice ; il s’agit de
Peffet de résonance. Afin d’établir un profil
d’excitation, les plaques séniles ont été mesurées a
'aide d’un laser a 514 et 633 nm. La figure 4.18 a, c,
e compare les différents spectres Raman obtenus
avec les lasers a 514, 532 et 633 nm respectivement.
Avec une longueur d’onde excitatrice a 514 et 532
nm, de forts signaux présentant des intensités
différentes et des décalages de quelques cm™ peuvent
étre observés dans la région 1800-400 cm’.
Cependant, avec une longueur d’onde excitatrice a
633 nm, ces derniers sont absents suggérant que le
chromophore impliqué absorbe a des longueurs

d’onde plus faibles que 633 nm.
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Figure 4.17 : A) Spectres Raman de 1800 a
400 cm! représentatifs du tissu cérébral
d’une souris saine (noir) et d’une plaque
sénile (rouge). B) Cartes Raman obtenues a
partir de la bande a 754 cm pour différentes
plaques séniles. La longueur d’onde

excitatrice est 532 nm.

Figure 4.18: Spectres Raman d’une plaque
sénile a 514 nm (a), 532 nm (c) et 633 nm (e) et
spectres Raman du cytochrome ¢ 2 514 nm (b)
et 532 nm (d).
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Un chromophore qui a été suggéré impliqué dans la maladie d’Alzheimer est ’héme. En effet,
comme il I'a été mentionné plus en détails dans I'introduction, les hémes joueraient un role dans la
production d’espéces réactives a 'oxygene en se coordinant aux peptides A3 (Atamna, 2000 ;
Hernandez-Zimbron ez al., 2012 ; Pramanik ez 4/, 2011a). Les hémes sont constitués d’un noyau
porphyrine et d’un atome de fer qui peut étre sous forme réduite ou oxydée. Ils sont capables de
se coordiner a différents acides aminés pour former des complexes penta- ou hexa-coordinés dans
une configuration bas spin ou haut spin. Différents types d’hémes existent dont les plus

biologiquement importants sont les hémes 4, b et .

La spectroscopie Raman de résonance est une méthode spécifique pour déterminer I’état rédox du
fer, son état de spin ou le nombre de ligands coordinés. Selon I'environnement du noyau
porphyrine, la spectroscopie Raman de résonance permet également d’identifier le type d’heme mis
en jeu (Adar et Erecinska, 1977 ; Loehr et Loehr, 1973 ; Spiro, 1975 ; Spiro et Strekas, 1973).

Le spectre Raman du centre des plaques séniles a été comparé a celui d'un composé modele, le
cytochrome ¢ qui contient un heme ¢ pour les longueurs d’onde excitatrices 514 et 532 nm (Figure
4.18 b et d). Plusieurs bandes sont similaires entre les deux témoignant de la présence du
cytochrome ¢ au sein des plaques séniles. En effet, les bandes marqueurs des hemes provenant des
vibrations du noyau porphyrine telles que v10, v11, v20 ou v4 peuvent étre observées au sein du
spectre des plaques séniles (Tableau 4.4). Ces bandes sont sensibles a I’état d’oxydation, de spin et
de coordination du fer présent au sein de I’héme. Au sein des plaques séniles, ces bandes se
retrouvent 2 1620, 1548, 1400 et 1361 cm™ témoignant que ’héme est sous forme réduite,
hexacoordinée et dans une configuration bas spin (6¢cLS) (Loehr et Loehr, 1973 ; Spiro et Strekas,

1973). Cependant, il est important de noter que le laser peut étre la cause de I'état réduit de '’heme.

514 nm 532 nm
Izléfie Cytochrome ¢ Hémine HZHEZS * Izl;qif Cytochrome ¢ d’: :t?itl?ltliZce)n
Forme oxydée = Forme réduite Forme oxydée
- 752 750 753 748 754 760 v15
1002 - - - - 1006 - Phe (8ring)
1127 1128 1129 1129 1125 1132 1130 v22
1172 1171 1173 - 1170 - 1171 v30
1229 1229 1229 1230 1230 - - v13
1311 1313 1313 1307 1308 1316 1319 v21
- - - 1339 1339 - - v4l
1361 1371 1363 1369 1357 - 1375 v4
1400 1405 1400 1394 1394 1400 1407 v20
- 1501 1494 1491 1491 - - v3
1548 1561 1544 1562 1536 1550 1565 vl1l
1583 1583 1585 - 1585 1588 1582 v2
1620 1635 1622 1619 1638 - 1636 v10
1667 - - - - 1672 - Amide I (vC=0)

Tableau 4.4: Position (en cm) et attributions correspondantes des bandes Raman provenant des spectres
d’une plaque sénile, du cytochrome ¢, de ’hémine en présence ou non d’AB340 a 514 et 532 nm (Attributions
faites a partir de Hu ¢z al., 1993 ; Lecomte ¢t al., 1998 ; Parthasarathi e a/, 1987). Pour plus de détails sur les

vibrations du noyau porphyrine mises en jeu, se référer a 'annexe 3.
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Le cytochrome ¢ présente trois bandes d’absorption dans la gamme spectrale du visible : une vers
405 nm appelée bande de Soret et deux autres a 520 et 550 nm appelées bande « et § respectivement
qui pourraient expliquer 'exaltation des signaux suite a I'interaction avec le laser a 514 et 532 nm

mais pas a 633 nm.

La figure 4.19 a, b présente le spectre Raman du cytochrome ¢ et du complexe AB40-cytochrome
¢. La comparaison des deux spectres montre que la signature spectrale du cytochrome ¢ n’est pas
affectée par la présence du peptide. Ainsi, il est impossible de dire si le cytochrome ¢ présent au

sein des plaques séniles est sous forme libre ou lié aux peptides AB.

Le complexe AB40-hémine a également été étudié (Figure 4.19 ¢). Aucune similitude ne peut étre
observée entre le spectre Raman des plaques séniles et celui du complexe, excluant ou limitant ainsi,
la présence d’hemes 4 au sein des plaques séniles. En effet, il n’est pas exclu que des vibrations
provenant d’autres types d’hémes soient masquées par les vibrations de ’héme ¢ présent en plus

grande quantité.

Figure 4.19: Spectres Raman du cytochrome ¢
(a), du complexe AB40-cytochrome ¢ (b) et du
complexe AB40-hémine (c) a 514 nm.
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Afin de confirmer la présence d’heémes au sein des plaques séniles, ces dernieres ont également été
étudiées en lointain IR puisque les vibrations métal-ligand peuvent étre observées dans cette gamme
spectrale ; par exemple les vibrations d’élongation Fe-N (N provenant de His) sont attendues vers
388/378 cm™ (Détt, et al., 2008).

Selon les plaques séniles étudiées, différents spectres IR ont été obtenus et sont présentés en figure
4.20 (a, b et ¢). Dans la majorité des cas, aucune variation n’est observée entre le spectre des plaques
séniles et celui du milieu environnant (Figure 4.20 c et d). Cependant, des variations spectrales ont

¢été observées pour deux des huit plaques étudiées (Figure 4.20 a et b). Les bandes a 540 et 600
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cm’ retrouvées pour une des plaques (Figure 4.20 a) peuvent étre attribuées aux vibrations amide
IV/VL Ces bandes sont retrouvées dans le spectre du cytochrome ¢ mais ne sont pas spécifiques a
celui-ci (Dorr, ef al., 2008).

D’autres bandes a 523, 455 et 361 cm™' peuvent étre clairement visualisées sur le spectre b (Figure
4.20). Toutefois, la présence de ces bandes dans le spectre présenté en a n’est pas exclue en raison

des larges bandes qui peuvent y étre observées.

o
5
o
3
a Figure 4.20: Spectres IR correspondant a différentes
plaques séniles dans la gamme spectrale 670-170 cm! (a,
o o b et c). Le spectre présenté en d est représentatif du
m 0 S
o X R

milieu environnant. ’ouverture du microscope utilisée

pour ces mesures est 80 um.

Absorbance (u.a.)

b AN T
e ]
o ]
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Plusieurs possibilités peuvent étre considérées pour expliquer la variabilité spectrale entre les

différentes plaques séniles :

- Lalimite de détection en IR des différents composés. En effet, il peut étre envisagé que
la quantité des différents composés présents au sein des plaques séniles n’est pas la

méme pour toutes ; ce qui peut étre un probleme lorsque le signal n’est pas exalté.

- L’ouverture de l'objectif du microscope utilisée qui est de 80 um alors que les plaques
séniles ne mesurent que 10 um environ. Cela a pour conséquence que I'information
spectrale contenue dans les plaques séniles est moyennée avec celle d’une partie du
milieu environnant. Toutefois, 'utilisation d’une plus petite ouverture n’est pas possible
a cause de la limite de diffraction et de la trop faible quantité de lumiere qui arrive au

détecteur.

Ainsi, afin d’approfondir les résultats obtenus ici, des études supplémentaires sur d’autres plaques

ou des composés modéles par exemple sont nécessaires.
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o Analyses multivariées

Afin d’approfondir les changements biochimiques liés au développement de la maladie
d’Alzheimer, une analyse en composantes principales (ACP) a été réalisée sur un set de mesures IR
et Raman effectué sur le tissu cérébral sain et malade.

Pour les mesures IR, les quatre premieres composantes principales (CP) ont été sélectionnées. Elles
représentent 93,5% de la variance. La projection des spectres dans 'espace de chaque CP ainsi que

les représentations graphiques de ces dernié¢res sont présentées en figure 4.21.

A CP1 (60,6%) CP2 (154%) CP3(13,8%)  CP4(3,7%) CP5 (1,8%)
c ' i
g |
jan
&
% __
‘Sj—f _h
% I * l_F
g ",
[ 1

10 um

Figure 4.21 : A) Images représentant les scores des spectres IR par rapport aux CP 1 a 4 (réalisées a 'aide
du logiciel Kinetics). Les pourcentages entre parenthéses indiquent la variance du set de données représentée

par la CP en question. B) Représentation graphique des CP calculées entre 3620-2700 et 1800-1390 cm-'.

Des bandes négatives et positives peuvent étre observées sur chaque CP. Elles sont responsables
respectivement des couleurs foncées et claires des images représentant les scores par rapport a
chacune des CP (Figure 4.21 A).

Sur la CP1, des bandes négatives peuvent étre observées a 3016, 2963, 2927, 2856, 1746 (marqueurs
des lipides) et 1668 cm™ (marqueur des protéines). De méme, une bande positive peut étre visualisée
21628 cm™ montrant que la structure des protéines au niveau de la plaque sénile est différente de

celle du tissu environnant et du tissu sain.
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La CP2 présente des bandes négatives caractéristiques des lipides a 3016, 2963, 2927, 2856 et 1746
cm’ et des bandes positives caractéristiques des protéines 2 1668 et 1561 cm™. Cette CP refléte
I’hétérogénéité au sein d’'un méme tissu.

ILa CP3 montre des bandes positives caractéristiques des lipides et des protéines. Elle met en
évidence une distribution particuliére des lipides autour des plaques.

La CP4 met en évidence le changement de structure secondaire des protéines au niveau de la plaque
sénile avec une bande positive 2 1629 cm™ et une bande négative 2 1658 cm™, caractéristique des

feuillets B et des hélices o respectivement.

Ces résultats montrent donc que 'ACP permet de caractériser les plaques séniles sur la base de
différences lipidiques et protéiques tout en tenant compte de I’hétérogénéité du tissu cérébral.
Toutefois, elle ne permet pas d’apporter des informations supplémentaires par rapport aux analyses

univatriées.

Pour les mesures Raman, les cing premieres CP ont été sélectionnées. Elles représentent 92,9% de
la variance. La projection des spectres dans I’espace de chaque CP ainsi que les représentations

graphiques de ces derniéres sont présentées en figure 4.22.

A CP1 (88,2%) CP2 (2,8%) CP3 (0,8%) CP4 (0,7%) CP5 (0,4%)
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Figure  4.22: A)  Image

CP5  représentant les scores des spectres
Raman par rapport aux CP 1a 5

< (réalisées a laide du logiciel
=)
= CP4 et
© .
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du set de données représentée par
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Comme précédemment, des bandes négatives et positives peuvent étre observées sur les CP. Elles
sont responsables respectivement des couleurs foncées et claires des images représentant les scores
par rapport a chacune des CP (Figure 4.22 A). Certains spectres Raman n’ont pas été pris en compte

dans I’analyse car ils n’ont pas passé les tests de qualité. Ils sont en noir.

La CP1 représente le spectre classique d’une plaque sénile.

Sur la CP2, des bandes négatives peuvent étre observées 2935, 1674, 1453, 1131, 1005 et 755 cm™
représentatives des protéines. Cette CP montre que les protéines au centre de la plaque sénile sous
forme de feuillets (3.

La CP3 reflete une réorganisation de la composition lipidique autour des plaques (et plus
particuliecrement des glycérophospholipides) avec des bandes négatives a 3010, 2960, 2933, 2886,
2852, 1735, 1660, 1443 et 1301 cm™.

Sur la CP4, des bandes négatives a 2936, 2886, 2852, 1673, 1443, 1318, 1009, 646 et 707 cm''
peuvent étre visualisées, ainsi que des bandes positives a 1594, 1570 et 753 cm'™.

La CP5 présente des bandes a 1588, 1402, 1367, 1317, 1133 et 754 cm™ caractéristiques des

protéines hémiques.

Ainsi, PACP permet de confirmer la colocalisation entre des protéines sous forme de feuillets {3 et
des protéines hémiques au centre des plaques séniles. Elle permet de confirmer également, une
réorganisation des lipides autour des plaques. Cependant, elle ne permet pas de mettre en évidence

la variation d’autres composés.

Conclusion :

L’utilisation en parallele de la microspectroscopie IR et Raman a permis de mettre en évidence
pour la premiere fois, une colocalisation entre les peptides AB agrégés sous forme de feuillets
B paralléles et le cytochrome «. Néanmoins, aucune preuve ne peut étre apportée concernant
Iinteraction entre les deux.

L’accumulation du cytochrome ¢ au sein des plaques séniles suggere un dysfonctionnement
mitochondrial entrainant une augmentation accrue des mécanismes apoptotiques qui
déclenchent la mort des cellules neuronales. Sa présence serait due a une perméabilisation de
la membrane suite a I'interaction des peptides AP avec cette dernic¢re. En effet, les résultats
ont montré que les plaques séniles sont entourées d’un halo lipidique composé

majoritairement de glycérophospholipides, principaux composés des membranes cellulaires.

Ces études ont donc permis de clarifier le role des hemes au sein de la maladie d’Alzheimer et
d’ouvrir la voie a de futures recherches pour développer de nouvelles stratégies thérapeutiques

visant 2 moduler ou inhiber ’'accumulation de cytochrome ¢ au sein des plaques séniles.
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4.3 Etude des liquides céphalorachidiens

Cette partie présente les résultats obtenus dans le cadre des études pilotes menées par spectroscopie
IR et SERS sur 40 échantillons de liquides céphalorachidiens (LCR) provenant de patients controle
(n=9) ou atteints de la maladie d’Alzheimer au stade prodromal (MCI) (n=14) ou démence (n=17).

4.3.1 Etude par spectroscopie infrarouge

4.3.1.1 Empreinte moléculaire du liquide céphalorachidien

Le spectre IR typique du LCR représentant la moyenne du groupe controle est présenté en figure
4.23.

Figure 4.23 : Spectre IR typique moyen du
LCR du groupe controle de 3800 a 2765 et
de 1800 a 735 cm.
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Afin d’identifier les vibrations présentes au sein du spectre du LCR, des composés modeles ont été
¢tudiés. Les composés présents dans le LCR peuvent étre classifiés en cing catégories : les
substances inorganiques, les substances azotées, les lipides, les glucides et métabolites non azotés,
et les vitamines (Diem et Lentner, 1973). La figure 4.24 présente les spectres vibrationnels de divers
composés appartenant a quatre de ces catégories. Pour les substances azotées, PTHSA, la créatine,
la créatinine, I’acide urique, I'urée, 'acétylcholine, I’histamine, I’hypoxanthine et la bilirubine ont été
analysés; pour les lipides, le cholestérol et l'asolectine qui correspond a un mélange de
phospholipides; pour les glucides et métabolites non azotées , le glucose, I'acide lactique et ’acide
pyruvique; et pour les vitamines, la thiamine (vitamine B1), la pyridoxine (vitamine B6), I’acide
folique (vitamine B9), la cobalamine (vitamine B12) et I'acide ascorbique (vitamine C) ont été

¢tudiés (la structure de chacun de ces composés est présenté en annexe 4).

Les spectres des peptides AB40 et AB42, deux des biomarqueurs les plus utilisés dans le diagnostic
de la maladie d’Alzheimer ont également été étudiés (Figure 4.25). Plusieurs variations peuvent étre
observées entre les deux spectres, notamment dans la région 1700-1600 cm™ ou sont retrouvées

les vibrations v(C=0) provenant du squelette peptidique. En effet, deux bandes majoritaires a 1651
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et 1631 cm™ peuvent étre observées pour AR40 contre une majoritaire 2 1628 cm™ pour AB42. Cela
montre qu’une proportion d’AB40 est organisée sous forme d’hélices a et une autre sous forme de
feuillets 3 alors qu’AB42 s’organise majoritairement en feuillets B. Cela peut s’expliquer par le fait
qu’AB42 s’agrege plus facilement en solution. Egalement, des différences peuvent étre observées
dans la région 3600-3000 cm™ ot sont retrouvées les vibrations v(INH) du squelette peptidique. Ce
mode de vibration dépend de la force des liaisons hydrogenes (Barth, 2000). 11 est donc influencé
par la structure secondaire des peptides. Il n’est pas exclu que la quantité d’eau restante au sein de
I’échantillon n’est pas la méme, ce qui pourrait également expliquer les différences dans cette région
puisque les vibrations v(OH) de I’eau y sont retrouvées. De plus, des bandes plus intenses peuvent
étre observées pour AB40 a 1260, 1097, 1045 et 802 cm™. Cependant, Iattribution de ces derniéres

reste encore pour le moment inconnue.
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Figure 4.24 : Spectres IR de 3800 a 2450 et de 1800 a 750 cm! de 'HSA, urée, histamine, acide urique,
créatine, bilirubine, créatinine, acétylcholine et hypoxanthine (a a i respectivement) pour les substances
azotées (A) ; de I'asolectine et du cholestérol (j et k respectivement) pour les lipides (B) ; de I'acide lactique
et du glucose (I et m respectivement) pour les glucides et métabolites non azotés (C) ; de la thiamine,

pyridoxine, acide folique, acide ascorbique et cobalamine (n a r respectivement) pour les vitamines (D).
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Absorbance (u.a.)

Figure 4.25 : Spectre IR de 3800 a
2450 et de 1800 a 750 cm™ des
peptides AR40 (rouge) et AP42

(noir).
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A partir de ces données, quatre régions peuvent ¢tre identifiées au sein du spectre du LCR présenté

en figure 4.23 (il est important de noter que toutes les bandes n’ont pas été annotées sur la figure,

our plus de détails se référer au tableau 4.5 qui résume ’ensemble des vibrations) :
p p q

La région 3800-3000 cm™ dominée par les vibrations v(NH) retrouvées principalement au
sein des protéines ou de I'urée (Barth, 2000 ; Rehman ez 4/, 2013).

La région 3000-2700 cm” due aux vibrations v(CH./CHj) provenant des chaines
aliphatiques des lipides et des chaines latérales des acides aminés. L.a bande 2 2965 cm™
peut étre attribuée aux vibrations d’élongation antisymétrique du groupement CHj; et celle
22872 cm™, aux vibrations symétriques. Les bandes 2 2927 et 2851 cm™' correspondent aux
vibrations d’élongation antisymétrique et symétrique du groupement CH respectivement
(Rehman ez al., 2013).

La région 1750-1300 cm™ ot sont retrouvées principalement les contributions des protéines
et de I'urée. Dans le cas des protéines, la bande amide I correspondant majoritairement aux
vibrations v(C=0) et les bandes amide II et amide III correspondant aux vibrations v(CN)
et S(NH) y sont observées (Barth, 2000). Une bande correspondant aux vibrations
v(COO)) est également retrouvée 2 1398 cm™. Dans le cas de 'utrée, les vibrations v(C=0)
sont observées a 1678 et 1662 cm™, 3(NH,) a 1627 cm™, (NH) 2 1586 cm™ et v(CN) 2a
1451 cm™ (Fischer et McDowell, 1960). A 1739 cm™, il peut étre également visualisée une
bande provenant des groupements ester des lipides (Rehman ez /, 2013).

La région en dessous de 1300 cm” est dominée principalement par les vibrations des
groupements C-O et C-C des glucides avec les bandes a 1156, 1106, 1079, 1032, 1012, 988,
924, 899 et 805 cm™ (Rehman ¢ al, 2013). Les vibrations y.(NH) et y,(CO) (Piasek et
Urbanski, 1962) de 'urée viennent également s’ajouter 2 1156 et 781 cm™' respectivement.
De plus, les vibrations des groupements phosphates provenant des lipides peuvent étre

retrouvées vers 1100-1060 cm™.
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Nombre d'onde (cm)
781
835
899
924
988
1012
1032
1055
1079
1106
1122
1156
1230
1260
1310
1345
1361
1398
1451
1467
1516
1532
1549
1586
1627
1662
1678
1739
2851
2872
2927
2965
3200
3263
3282
3346
3436

Composé chimique
Urée
Glucides
Glucides
Glucides
Glucides
Glucides
Glucides
Glucides, lipides
Glucides, lipides
Glucides
Glucides
Glucides, urée
Protéines (Amide III)
Protéines (Amide III)
Protéines (Amide III)
Lipides
Lipides, protéines
Protéines
Urée, lipides, protéines
Lipides
Protéines
Protéines (Amide II)
Protéines (Amide II)
Urée
Protéines (Amide I), urée
Protéines (Amide I), urée
Protéines (Amide I), urée
Lipides
Protéines, lipides
Protéines, lipides
Protéines, lipides
Protéines, lipides
Urée
Protéines
Protéines
Urée

Urée, protéines

Attribution
Y(CO)
C-O-C skeletal mode, 8(CH)
v(CC)
v(CO), v(CC)
v(CO), v(CC),6(OCH)
Couplage entre v(CO) et 3(CO), v(CH2OH)
Couplage entre v(CO) et 5(CO), v(CH20OH), v(PO>")
v(C-0), v(PO2)
v(CO), v(CC)
v(CO)
v(CO), v(CC), y:(NH)
v(CN), 3(NH), v.s(PO2)
v(CN), 3(NH), v.s(PO2)
v(CN), 3(NH)
yw(CHz/CHy)
v(CO), 3(CH), 5(NH)
vs(COO")
v(CN), 8(CH3)
8(CHy)
8(CH) des groupes phényles
v(CN), 3(NH)
v(CN), 3(NH)
S(NH)
v(C=0), 8(NHy)
v(C=0)
v(C=0)
v(C=0)
vs(CHz)
vs(CHs)
vas(CHz2)
vas(CH3)
vINH)
v(NH)
vINH)
v(NH)
vINH)

Tableau 4.5 : Position et tentatives d’attribution des différentes bandes retrouvées au sein du spectre

IR moyen du LCR représentant le groupe controle (Attributions faites a partir de Barth, 2000 ; Fischer
et McDowell, 1960 ; Piasek et Urbanski, 1962 ; Rehman e a/., 2013). L’ensemble des contributions a été

déterminé a partir de la dérivée seconde du spectre.
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4.3.1.2 Comparaison des liquides céphalorachidiens

o Spectres d’absorption

Les spectres IR moyens des différents échantillons LCR provenant des groupes controle, MA MCI
et MA démence sont présentés en figure 4.20.

Afin de mieux visualiser les modifications spectrales engendrées par la maladie, le spectre moyen
du LCR représentant le groupe controle a été soustrait de celui représentant le groupe MA MCI et
MA démence. De méme, celui représentant le groupe MA MCI a été soustrait de celui représentant
le groupe MA démence. A chaque nombre d’onde, un test de Student (x=1%) a été réalisé afin de

vérifier la significativité du changement. Les résultats sont présentés en figure 4.27.
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Figure 4.26 : Spectres IR moyens (lignes continues) +/- écart type (lignes pointillées) des LCR pour les
groupes controle, MA MCI et MA démence.
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Figure 4.27 : Spectres différentiels calculés a partir des spectres IR moyens du LCR provenant des trois
groupes : controle, MA MCI et MA démence. A) Le spectre représentant le groupe contréle soustrait de
celui représentant le groupe MA MCI ; B) Le spectre représentant le groupe MA MCI soustrait de celui
représentant le groupe MA démence ; C) Le spectre représentant le groupe controle soustrait de celui
représentant le groupe MA démence. Les nombres d’ondes significativement différents sont représentés

par des points rouges selon le test de Student (x=1%).
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Les bandes positives et négatives refletent les groupements chimiques plus ou moins abondants au
sein des LCR du groupe controle, MA MCI ou MA démence. Les points rouges représentent les
nombres d’ondes significativement différents entre les deux groupes impliqués (selon le test de
Student, a=1%). D’apres les résultats, peu de variations significatives peuvent étre observées entre

les différents groupes.

L’un des avantages du test de Student est qu’il est réalisé sur 'ensemble de la gamme spectrale.
Cependant, des faux points positifs peuvent apparaitre (Figure 4.27 C par exemple). Ces points
indiquent des zones non différentes, significativement différentes. Ils sont la conséquence du bruit
présent au sein des spectres et se retrouvent par exemple dans les régions de trés faible absorbance
ou proche des points qui ont été définis a 0 lors de la correction de la ligne de base des spectres. A
linverse, des zones qui présentent des différences peuvent apparaitre comme non significatives en
fonction de la correction de la ligne de base qui a été appliquée pour corriger les problemes de
pente. Calculer la dérivée d’un spectre permet de s’affranchir des problemes de ligne de base qui
peuvent étre observés entre différents spectres. Cela permet également de mieux identifier les
différentes contributions présentes au sein d’un spectre. Néanmoins, un des inconvénients peut
étre 'amplification du bruit et principalement dans le cas de la dérivée seconde.

Les dérivées secondes et premieres de chaque spectre ont été calculées et sont présentées dans les

parties suivantes.

o Dérivées secondes

La figure 4.28 présente les spectres IR moyens des LCR représentant les groupes controle, MA
MCI et MA démence, obtenus apres calcul de la dérivée seconde. Afin de mieux visualiser les
modifications spectrales entre les différents groupes, les spectres IR moyens du LCR représentant
les différents groupes ont été soustraits comme précédemment les uns aux autres et a chaque
nombre d’onde, un test de Student (®x=1%) a ¢été réalisé afin de vérifier la significativité du

changement. Les résultats sont présentés en figure 4.29.
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Figure 4.28 : Spectres IR moyens représentant la dérivée seconde (lignes continues) +/- écart type (lignes

pointillées) des LCR pour les groupes contréle, MA MCI et MA démence.
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Figure 4.29 : Spectres différentiels calculés a partir des dérivées secondes des spectres IR moyens du LCR
provenant des trois groupes : controle, MA MCI et MA démence. A) Le spectre représentant le groupe
contrble soustrait de celui représentant le groupe MA MCI ; B) Le spectre représentant le groupe MA MCI
soustrait de celui représentant le groupe MA démence ; C) Le spectre représentant le groupe controle
soustrait de celui représentant le groupe MA démence. Les nombres d’ondes significativement différents

sont représentés par des points rouges selon le test de Student (x=1%).

Comme précédemment, de faux points positifs peuvent étre observés en raison de 'amplification
du bruit. Néanmoins, l'utilisation de la dérivée seconde permet de révéler des informations
spectrales supplémentaires par rapport a l'utilisation des spectres d’absorption. En effet, des
différences significatives peuvent étre observées par exemple entre le groupe MA MCI et le groupe

contrdle ou MA démence pour les bandes 2 2961, 1260, 1047 et 802 cm™ par exemple.
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o Dérivées premicres

La figure 4.30 présente les spectres IR moyens des LCR représentant les groupes controle, MA
MCI et MA démence, obtenus apres calcul de la dérivée premiere et la figure 4.31 montre les

spectres IR différentiels entre chaque groupe.
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Figure 4.30 : Spectres IR moyens représentant la dérivée premiére (lignes continues) +/- écart type (lignes

pointillées) des LCR pour les groupes controle, MA MCI et MA démence.
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Figure 4.31 : Spectres différentiels calculés a partir des dérivées premicéres des spectres IR moyens du LCR
provenant des trois groupes : controle, MA MCI et MA démence. A) Le spectre représentant le groupe
controle soustrait de celui représentant le groupe MA MCI ; B) Le spectre représentant le groupe MA MCI
soustrait de celui représentant le groupe MA démence ; C) Le spectre représentant le groupe controle
soustrait de celui représentant le groupe MA démence. Les nombres d’ondes significativement différents

sont représentés par des points rouges selon le test de Student (x=1%).
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De faux points positifs peuvent étre observés en raison de 'amplification du bruit. Néanmoins,
Iutilisation de la dérivée premicre permet de révéler des informations spectrales supplémentaires
par rapport a lutilisation des spectres d’absorption puisque de nombreuses régions sont

significativement différentes entre les différents groupes.

A partir de ces données, une analyse en composantes principales (ACP) a été réalisée sur les spectres
d’absorption, les dérivées secondes et premicres dans les régions ou des différences significatives
ont été observées. Pour rappel, TACP est une méthode d’analyse non supervisée qui permet
d’étudier la similarité entre différents spectres et qui peut étre utilisée malgré un faible nombre

d’échantillons.

Les huit premieres CP représentant 99% de la variance ont été sélectionnées (leur représentation
graphique sont montrées en annexe 5). La figure 4.32 présente les projections 2D ou 3D de
I'ensemble des spectres dans I'espace des CP qui permet une meilleure séparation des groupes (CP

discriminantes déterminées a I’aide du test de Wilcoxon, a=1%).
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Figure 4.32 : Projection 2D ou 3D de I'ensemble
des spectres IR des échantillons LCR provenant
des patients contrdle (violet), MA MCI (turquoise)
et MA démence (noir) dans lespace des
composantes principales. Les pourcentages entre
parenthéses indiquent la variance du set de

données représentée par la CP en question. A)
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Spectres d’absorption ; la gamme spectrale utilisée
est 3727-2765 et 1800-740 cm'. B) Dérivées
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cm-l,
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Les représentations graphiques de ’ACP montrent que dans le cas des spectres d’absorption, les
différents groupes ne sont pas trés bien séparés. Par contre, lorsque les dérivées des spectres sont
utilisées, une meilleure séparation apparait et notamment pour les dérivées premicres, malgré
quelques recouvrements. D’apres les représentations graphiques des CP (Annexe 5), les variations
significatives observées avec les spectres différentiels sont retrouvées au niveau des CP utilisées

pour discriminer les différents groupes.

Une analyse hiérarchique ascendante (HCA) a également été réalisée sur les différents spectres mais

aucune séparation n’a été possible entre les différents groupes (données non montrées).

En résumé, 'ensemble de ces résultats met en évidence des différences entre les spectres des LCR
provenant des patients atteints de la maladie d’Alzheimer au stade prodromal ou de démence et
des patients controles. Le calcul préalable des dérivées est toutefois nécessaire.

Les modifications au sein d’un spectre, que ce soit par I'apparition, la disparition ou la variation de
intensité des bandes, refletent les changements moléculaires qui s’operent dans le LCR au cours
de la maladie. Ces changements peuvent étre liés a une composition différente ou a une variation
de la concentration de certains composés. Par exemple, a I'aide des dérivées secondes, une
augmentation de I'intensité des bandes 2 2961, 1260, 1047 et 802 cm™ a été observée pour le groupe
MA MCI. Identifier 'origine précise de ces bandes peut s’avérer tres compliqué voire impossible
puisque de nombreuses molécules sont présentes dans le LCR. Néanmoins, au cours de I'analyse
de quelques composés modcles, ces bandes ont été observées dans le spectre du peptide AB40.
Cela tend donc a suggérer une augmentation de la quantité de ce dernier au sein du LCR des patients
MA MCI, ce qui serait en accord avec I’étude menée par Bousiges ez a/ (2016). Cependant, la
possibilité que ces signaux proviennent d’autres peptides A ou d’autres composés n’est pas exclue.
De précédentes études ont utilisé l'aire d’intégration d’une bande comme outil de discrimination
entre deux états physiopathologiques (Ahmed et a/, 2010 ; Erukhimovitch ez a/., 2006). Mais le but
ici est de mesurer 'ensemble des changements métaboliques qui s’operent dans le LCR suite au
développement de la maladie d’Alzheimer. Une ACP a donc été réalisée dans la gamme spectrale
considérée comme 'empreinte moléculaire du LCR. Les résultats montrent que lorsque les dérivées
des spectres sont calculées, une séparation partielle peut étre faite entre les groupes controle, MA

N

MCI et MA démence. Toutefois, PACP n’est qu’une méthode exploratoire. Elle ne permet pas

IS

elle seule d’étre une méthode valide pour établir un diagnostic. Pour cela, elle doit étre couplée a
une analyse supervisée qui définit des regles permettant de classer des spectres dans des classes.
Parmi les plus utilisées dans la littérature, il y a 'analyse discriminante linéaire (LDA), la régression
des moindres carrés partiels (PLS), la méthode SVM (de 'anglais Support Vector Machine) ou
'analyse en code barre (Gautam 7 al., 2015 ; Gaydou ez al., 2015 ; Hands ¢ al., 2016 ; Nallala e al.,
2013 ; Rohleder ez al., 2005). Cependant, 'application de ces méthodes nécessitent un grand nombre
d’échantillons puisqu’il doit étre supérieur au nombre de variables. Il existe tout de méme des
alternatives comme pour la méthode SVM ou une validation croisée «leave-one-out cross-

validation » peut étre utilisée (Hamel, 2009 ; Joachims, 2005).
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Jusqu’a maintenant, tres peu d’études ont été a notre connaissance réalisées sur le LCR que ce soit
dans le cadre de la maladie d’Alzheimer ou d’autres maladies (Griebe ¢7 al., 2007). En effet, la
plupart des études IR réalisées sur des fluides biologiques se focalisent sur le plasma ou le sérum
en raison de leur disponibilité dans des banques (Burns ez a/., 2009 ; Carmona ez al., 2015 ; Peuchant
et al., 2008 ; Ryzhikova ez al., 2015 ; Sevinc ez al., 2015).

Conclusion :

Le potentiel de la spectroscopie IR dans le diagnostic précoce de la maladie d’Alzheimer a
partir de I’étude du LLCR a été évalué ici. Les résultats de cette étude pilote montrent des
différences entre les spectres provenant des patients atteints de la maladie d’Alzheimer au
stade prodromal ou démence et des patients controles. Cependant, le calcul préalable des

dérivées est nécessaire pour faire ressortir au mieux les différences entre les différents

groupes.

La prochaine étape est d’étudier un nombre plus important d’échantillons au sein de chaque
groupe afin de confirmer les variations mises en évidence ici et ainsi de valider la méthode.
D’autres méthodes chimiométriques telles que des analyses supervisées qui pourraient peut-
étre mieux mettre en évidence les variations entre les différents groupes devront étre

également utilisées et la précision de la méthode dans le diagnostic devra étre déterminée.

4.3.2 Etude par SERS

La figure 4.33 présente une série de spectres issus d’un échantillon LCR séché sur une fenétre de
CaF,. Lors du séchage, I’échantillon cristallise donnant ainsi lieu a la présence de structures
réguli¢res et de zones amorphes. Selon la région analysée, différents spectres peuvent étre obtenus.
11 est donc impossible avec cette méthode, d’identifier les variations induites par la maladie au sein
du LCR. Une étude en solution a donc été privilégiée. Cependant, sans I’ajout de nanoparticules,

aucun signal ne peut étre détecté (Figure 4.34 ¢).

B Figure 4.33 : Image microscopique
d’une goutte d’échantillon LCR
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Quatre types de nanoparticules ont été testés : des
nanoparticules d’or et d’argent synthétisées a partir de
citrates et des nanoparticules d’argent synthétisées a
partir de NaBH, ou d’hydroxylamine. La figure 4.34
montre qu’avec une longueur d’onde excitatrice de 514
nm, un effet SERS a été obtenu uniquement avec les
nanoparticules d’argent synthétisées a partir de citrates
ou d’hydroxylamine. Toutefois, seules les derniéres ont
été utilisées par la suite puisque les deux types de
nanoparticules présentent la méme surface de charge.

De plus, la méthode de synthése est plus simple et plus

rapide et conduit a des données hautement
reproductibles.
Afin  d’identifier ’ensemble des contributions

présentes au sein du spectre SERS du LCR, les
différents composés modeles étudiés précédemment
par spectroscopie IR ont également été analysés ici. La
figure 4.35 présente les spectres SERS de ces
composés. Il est important de rappeler qu’en SERS,
seules les molécules adsorbées sur les nanoparticules

sont détectées.
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Figure 4.34: a et b) Spectres SERS du LCR
en présence de nanoparticules d’argent
synthétisées a partir d’hydroxylamine (a) ou
de citrates (b), c¢) spectre Raman du LCR, d)
spectre SERS des nanoparticules d’argent.

Ainsi, les bandes a 1584, 1451, 1329, 1098 et 723 cm™ (Figure 4.34 a) au sein du spectre SERS du
LCR suggerent la présence d’hypoxanthine au sein du LCR (Figure 4.35 a). Le large signal dans la

région 1720-1600 cm™ peut étre attribué a plusieurs molécules telles que les protéines, la créatinine,

le glucose ou I'acide lactique (Figure 4.35 e-g). Dans la région 3000-2850 cm™ sont retrouvées les

vibrations CH.
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La figure 4.36 compare les spectres moyens des différents échantillons LCR provenant des
groupes controle, MA MCI et MA démence. Pour chaque échantillon, cinq spectres ont été
enregistrés a différents endroits de I’échantillon. Le faible écart-type entre les différents spectres

témoignent de ’homogénéité de ’échantillon.

MA démence
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Figure 4.36 : Spectres SERS moyens (lignes continues) +/- écart type (lignes pointillées) des échantillons
LCR pour les groupes controle, MA MCI et MA démence.

Afin de mieux visualiser les modifications spectrales engendrées par la maladie, le spectre moyen
du LCR représentant le groupe controle a été soustrait de celui représentant le groupe MA MCI et
MA démence. De méme, celui représentant le groupe MA MCI a été soustrait de celui représentant
le groupe MA démence. A chaque nombre d’onde, un test de Student (x=1%) a été réalisé afin de

vérifier la significativité du changement. Les résultats sont présentés en figure 4.37.
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Figure 4.37 : Spectres différentiels calculés a partir des spectres SERS moyens du LCR provenant des trois
groupes : controle, MA MCI et MA démence. A) Le spectre représentant le groupe controle soustrait de
celui représentant le groupe MA MCI ; B) Le spectre représentant le groupe MA MCI soustrait de celui
représentant le groupe MA démence ; C) Le spectre représentant le groupe contrdle soustrait de celui
représentant le groupe MA démence. Les nombres d’ondes significativement différents sont représentés par

des points rouges selon le test de Student (x=1%).
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De nombreux faux points positifs peuvent étre observés a cause du bruit des spectres, mais tres

peu de variations significatives visibles entre les différents groupes.

Afin d’aller plus loin dans la comparaison des spectres, une ACP a été réalisée. Les huit premieres
CP représentant 99% de la variance ont été sélectionnées (leur représentation graphique sont
présentées en annexe 5). La figure 4.38A montre la distribution de tous les spectres obtenus a I’aide
des deux premieres composantes principales ; CP1 et CP2 qui représentent la plus grande variance :
68,6 et 19,0% respectivement. Ia figure 4.38B montre la distribution des spectres selon les
composantes les plus discriminantes ; CP5 et CP7. Ces dernieres ont été déterminées a l'aide du
test de Wilcoxon (x=1%) réalisé sur tous les scores des CP comparant les groupes controle, MA
MCI et MA démence.
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Figure 4.38 : Projection 2D de I'ensemble des spectres SERS des LCR provenant des patients contrdle
(violet), MA MCI (turquoise) et MA démence (noir) dans I'espace des composantes principales. La gamme
spectrale utilisée est 3013-2834 et 1800-590 cm!. Les pourcentages entre parentheses indiquent la variance
du set de données représentée par la CP en question. A) Projection 2D selon les CP 1 et 2 ; CP représentant
la plus grande variance. B) Projection 2D selon les CP 6 et CP 7 ; CP les plus discriminantes selon le test de
Wilcoxon (x=1%).

Aucune séparation entre les spectres n’est possible malgré lutilisation des CP les plus
discriminantes. Cela suggeére une grande similitude entre les spectres des échantillons LCR

provenant des différents groupes.

A notre connaissance, aucune étude SERS n’a été pour le moment reportée sur le LCR pour le
diagnostic de la maladie d’Alzheimer et tres peu pour d’autres maladies (Gracie ef al, 2014 ;
Kaminska ez al., 2016). Par contre, plusieurs études ont montré le potentiel de la spectroscopie
Raman exaltée de surface dans le diagnostic du cancer colorectal (Ito ef al, 2014 ; Lin et al., 2011)
du nasopharynx (Feng ez al., 2010), du foie (Li ¢z al., 2015) ou de 'estomac par exemple (Feng ez al.,

2011 ; Ito et al., 2014) via I’étude du plasma ou du sérum. Afin de mettre en évidence des variations
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spectrales, la plupart de ces études ont soit appliqué des analyses multivariées PCA-LDA, ou soit

une analyse SVM.

L’absence de variations ici entre les spectres des LCR provenant des groupes controle, MA MCI et
MA démence suggerent donc la nécessité d’utiliser des méthodes chimiométriques plus
sophistiquées telles que des analyses supervisées afin de mettre en évidence de faibles variations

entre les spectres ou, que les molécules détectées ne sont pas des marqueurs de la maladie.

Conclusion :

L’identification de marqueurs vibrationnels de la maladie n’a pas été possible dans les
conditions expérimentales testées ici, malgré I'utilisation d’analyses multivariées telles que
IACP. L’application d’autres méthodes chimiométriques plus sophistiquées est donc

nécessaire.

Une des autres possibilités a envisager est I'utilisation d’un autre laser. En effet, comme il I'a
été montré, selon la longueur d’onde excitatrice utilisée, plusieurs types de nanoparticules
présentant des surfaces de charge différentes peuvent étre utilisés. Cela a pour conséquence
I'adsorption et donc la détection d’autres molécules qui pourraient conduire a une meilleure

séparation des groupes.
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Chapitre 5

Ftude de la maladie a corps de

Lewy



5.1 Etude des liquides céphalorachidiens par spectroscopie infrarouge

La maladie a corps de Lewy (MCL) représente la seconde cause de démence et partage des
symptomes communs avec la maladie de Parkinson et la maladie d’Alzheimer, et ce notamment
dans les premiers stades. Trouver de nouveaux outils qui permettent d’établir un diagnostic précoce

différentiel est donc nécessaire.

Le but de ce chapitre est d’évaluer pour la premicre fois le potentiel de la spectroscopie IR et SERS
dans le diagnostic de la maladie a corps de Lewy et dans le diagnostic différentiel avec la maladie
d’Alzheimer. Pour ce faire, une étude pilote a été réalisée sur 44 échantillons de liquides
céphalorachidiens provenant de patients controles (n=9) et de patients atteints de la maladie a corps
de Lewy au stade prodromal (MCI) (n=23) ou démence (n=12) afin d’identifier des marqueurs
vibrationnels de la maladie qui pourraient discriminer les différents stades mais également qui

pourraient différencier les patients atteints de cette maladie de ceux atteints de la maladie
d’Alzheimer.

5.1 Etude des liquides céphalorachidiens par spectroscopie
infrarouge

5.1.1 Application au diagnostic précoce de la maladie a corps de Lewy

La méme démarche que celle pour I’étude de la maladie d’Alzheimer a été utilisée ici. En d’autres
termes, les spectres d’absorption, les dérivées secondes et premieres ont été analysés. Dans chaque
cas, afin de mieux visualiser les modifications spectrales engendrées par la maladie, le spectre moyen
du LCR représentant le groupe controle a été soustrait de celui représentant le groupe MCL MCI
et MCL démence. De méme, celui représentant le groupe MCL MCI a été soustrait de celui
représentant le groupe MCL démence. A chaque nombre d’onde, un test de Student (x=1%) a été

réalisé afin de vérifier la significativité du changement.

o Spectres d’absorption

Les spectres IR moyens des différents échantillons LCR provenant des groupes controle, MCL
MCI et MCL démence sont présentés en figure 5.1. Les spectres différentiels entre chaque groupe
sont présentés en figure 5.2. Pour plus de détails sur les différentes contributions au sein des

spectres, se référer au chapitre 4, paragraphe 4.3.
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Figure 5.1: Spectres IR moyens (lignes continues) +/- écart type (lignes pointillées) des LCR pour les
groupes controle, MCL MCI et MCL démence.
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Figure 5.2 : Spectres différentiels calculés a partir des spectres IR moyens du LCR provenant des trois
groupes : controle, MCL MCI et MCL démence. A) Le spectre représentant le groupe contrdle soustrait de
celui représentant le groupe MCL MCI ; B) Le spectre représentant le groupe MCL MCI soustrait de celui
représentant le groupe MCL démence ; C) Le spectre représentant le groupe contréle soustrait de celui
représentant le groupe MCL démence. Les nombres d’ondes significativement différents sont représentés

par des points rouges selon le test de Student (x=1%).
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Les bandes positives et négatives refletent les groupements chimiques plus ou moins abondants au
sein des LCR du groupe controle, MCLL MCI ou MCL démence. Les points rouges représentent
les nombres d’ondes significativement différents entre les deux groupes impliqués (selon le test de
Student, «=1%). Peu de variations significatives peuvent étre observées entre les différents groupes,
a lexception de la bande 2 802 cm™ qui est plus intense pour le groupe MCL MCI comparé aux
deux autres et de celles 2 2961 et 1451 cm™ lorsque le groupe MCL. MCI est comparé au groupe

controle.

o Dérivées secondes

La figure 5.3 présente les spectres IR moyens des LCR représentant les groupes controle, MCL
MCI et MCL démence, obtenus apres calcul de la dérivée seconde. Les spectres différentiels entre

chaque groupe sont présentés en figure 5.4.

AR MCL démence

MCL MCI

Dérivées secondes

Lﬂ[\‘ Controle
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Figure 5.3 : Spectres IR moyens représentant la dérivée seconde (lignes continues) +/- écart type (lignes

pointillées) des LCR pour les groupes controle, MCL MCI et MCL démence.
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Figure 5.4 : Spectres différentiels calculés a partir des dérivées secondes des spectres IR moyens du LCR
provenant des trois groupes : controle, MCL MCI et MCL démence. A) Le spectre représentant le groupe
controle soustrait de celui représentant le groupe MCL MCI ; B) Le spectre représentant le groupe MCL
MCI soustrait de celui représentant le groupe MCL démence ; C) Le spectre représentant le groupe controle
soustrait de celui représentant le groupe MCL démence. Les nombres d’ondes significativement différents

sont représentés par des points rouges selon le test de Student («=1%).

Malgré I'observation d’un nombre un peu plus important de faux points positifs, Iutilisation de la
dérivée seconde permet de révéler des informations spectrales supplémentaires par rapport a
Iutilisation des spectres d’absorption. En effet, 'augmentation de l'intensité des bandes a 2961 et
802 cm™' pour le groupe MCL MCI par rapport au groupe contrble est retrouvée ici. Cependant,
une augmentation de celle 2 1260 cm™ peut étre également observée. De plus, ces trois bandes

apparaissent significativement différentes entre le groupe MCL MCI et MCL démence.

o Dérivées premiéres

La figure 5.5 présente les spectres IR moyens des LCR représentant les groupes controle, MCL
MCI et MCL démence, obtenus apres calcul de la dérivée premicre et les spectres différentiels entre

chaque groupe sont présentés en figure 5.6.
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Figure 5.5 : Spectres IR moyens représentant la dérivée premicre (lignes continues) +/- écart type (lignes

pointillées) des LCR pour les groupes controle, MCL MCI et MCL démence.
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Figure 5.6 : Spectres différentiels calculés a partir des dérivées premieres des spectres IR moyens du LCR
provenant des trois groupes : controle, MCL MCI et MCL démence. A) Le spectre représentant le groupe
controle soustrait de celui représentant le groupe MCL MCI ; B) Le spectre représentant le groupe MCL
MCI soustrait de celui représentant le groupe MCL démence ; C) Le spectre représentant le groupe controle
soustrait de celui représentant le groupe MCL démence. Les nombres d’ondes significativement différents

sont représentés par des points rouges selon le test de Student (x=1%).
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De faux points positifs peuvent étre observés en raison de 'amplification du bruit. Néanmoins,

Iutilisation de la dérivée premiere permet de révéler comme la dérivée seconde des informations

spectrales supplémentaires par rapport a 'utilisation des spectres d’absorption.

Afin d’étudier la similarité des spectres des échantillons LCR provenant des patients controle, MCL

MCI et MCL démence et compte tenu de la faible quantité d’échantillons (n=44), une analyse en

composantes principales a été réalisée sur les spectres d’absorption, les dérivées secondes et

premicres. Les huit premieres composantes principales (CP) représentant 99% de la variance ont

été sélectionnées (leur représentation graphique sont présentées en annexe 06). La figure 5.7 présente

les projections 2D ou 3D de 'ensemble des spectres dans 'espace des CP qui permet une meilleure

séparation des groupes (CP discriminantes déterminées a I'aide du test de Wilcoxon, a=5%).
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Figure 5.7 : Projection 2D ou 3D de I'ensemble
des spectres IR des échantillons LCR provenant
des MCL MCI

(turquoise) et MCL démence (noir) dans I'espace

patients contrdle (violet),
des composantes principales. Les pourcentages
entre parentheses indiquent la variance du set de
données représentée par la CP en question. A)
Spectres d’absorption ; la gamme spectrale utilisée
est 3727-2765 et 1800-740 cm'. B) Dérivées
secondes ; la gamme spectrale utilisée est 2996-
2823 et 1800-740 cm'. C) Dérivées premicres ; la
gamme spectrale utilisée est 3500-2765 et 1800-740

cml,
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Les représentations graphiques de ’ACP montrent que dans le cas des spectres d’absorption,
aucune séparation n’est possible entre les différents groupes. Par contre, lorsque les dérivées des
spectres sont utilisées, une séparation partielle peut étre observée entre les groupes MCLL MCI et

controle mais pas entre les groupes MCL MCI et MCL démence.

Ces résultats suggerent que les différences observées précédemment entre le groupe MCL MCI et
MCL démence au niveau des bandes 2961, 1260 et 802 cm™ ne sont pas suffisantes pour
différencier les deux groupes lorsque I'ensemble de la région dite « empreinte moléculaire » est
utilisée. Par contre, si PACP est réalisée sur les dérivées secondes et premicres dans une gamme
spectrale plus petite (entre 2980-2945 et 1300-745 cm™, ou sont retrouvées principalement ces
vibrations), le groupe MCL MCI peut étre séparé partiellement des deux autres groupes (Figure
5.8).
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Figure 5.8 : Projection 2D de I'ensemble des spectres IR des échantillons LCR provenant des patients
controéle (violet), MCL MCI (turquoise) et MCL démence (noir) dans espace des composantes principales.
La gamme spectrale utilisée est 2980-2945 et 1300-745 cm'. Les pourcentages entre parentheses indiquent
la variance du set de données représentée par la CP en question. A) Dérivées secondes. B) Dérivées

premicres.

Une augmentation de I'intensité de ces trois bandes a pu étre également observée pour le groupe
MA MCI dans le chapitre précédent. 11 a été discuté que ces bandes pourraient étre attribuées aux
peptides AB40. Cela suggere donc une augmentation de la quantité de ce dernier au sein du LCR
des patients MCL MCI. Cependant, ces résultats contredisent ’étude menée par Bousiges ¢f al., qui
ont dosé les peptides AB40 par la méthode ELISA (2016). Différentes explications peuvent étre
avancées : la premiere est celle précédemment évoquée pour les études menées sur les LCR dans
le cadre de la maladie d’Alzheimer suggérant la possibilité que ces signaux proviennent d’autres
peptides AR ou d’autres composés non identifiés. La deuxieme est la différence de sensibilité entre

les deux méthodes. En effet, la méthode ELISA n’est pas tres sensible aux peptides organisés sous
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forme de feuillets 3 contrairement a la spectroscopie IR qui permet de détecter 'ensemble des

conformations.

En résumé, ces résultats mettent en évidence des différences entre les spectres des LCR provenant
des patients atteints de la maladie a corps de Lewy au stade prodromal ou de démence et des
patients controles. Cependant, en fonction de la gamme spectrale utilisée pour ’ACP, la séparation
des groupes n’est pas la méme. I’application d’autres méthodes chimiométriques de type analyses
supervisées est donc nécessaire. Une autre méthode d’analyse non supervisée a été testée ici, THCA

mais aucune séparation n’a été possible entre les différents groupes (données non montrées).

5.1.2 Application au diagnostic différentiel entre la maladie a corps de

Lewy et la maladie d’Alzheimer

Afin d’identifier des modifications spectrales entre les spectres des LCR provenant des patients
atteints de la maladie d’Alzheimer ou de la maladie a corps de Lewy, les spectres différentiels
représentant les groupes MA démence moins MCL démence et les groupes MA MCI moins MCL
MCI ont été calculés a partir des spectres d’absorbance, des dérivées secondes ou des dérivées

premicres. Ils sont présentés en figure 5.9.
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Figure 5.9 : Spectres différentiels calculés a partir des spectres IR moyens du LCR (A), des dérivées
secondes (B) ou des dérivées premieres (C) des spectres IR moyens du LCR provenant des groupes MA
MCI, MA démence, MCL MCI et MCL démence. Les nombres d’ondes significativement différents sont

représentés par des points rouges selon le test de Student (x=1%).

Tres peu de variations significatives peuvent ¢tre observées entre les groupes MA MCI et MCL
MCI ou MA démence et MCL démence, et ce quels que soit les prétraitements réalisés sur les

spectres (correction de la ligne de base dans le cas des spectres d’absorption ou calcul des dérivées).

Une ACP a été réalisée sur I'ensemble des spectres d’absorption, des dérivées secondes et
premicres. Les huit premieres CP représentant 99% de la variance ont été sélectionnées (leur
représentation graphique sont présentées en annexe 7). La figure 5.10 présente les projections 2D

ou 3D de 'ensemble des spectres dans I'espace des CP qui représentent la plus grande variance.
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Figure 5.10 : Projection 3D de l'ensemble des
C spectres IR des échantillons LCR provenant des
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Les représentations graphiques de ’ACP montrent qu’aucune séparation ne peut étre faite entre les
groupes MA et MCL. Les mémes résultats ont été obtenus en utilisant les CP les plus discriminantes
ou en réduisant la gamme spectrale utilisée. Cela suggere une grande similitude entre les spectres

des différents groupes.

En effet, a 'aide des spectres différentiels, il a été montré que 'augmentation de I'intensité des
bandes 2 2961, 1260 et 802 cm™' observée pour le groupe MA MCI est également retrouvée pour le
groupe MCL MCI. Cela permet d’éliminer ces bandes de la liste des bandes marqueurs potentielles
pour établir un diagnostic différentiel entre les deux maladies. Par ailleurs, I'utilisation de méthodes
statistiques non supervisées, qui permettent d’étudier 'ensemble des contributions au sein d’'un
spectre, n’a pas permis de mettre en évidence d’autres variations plus subtiles entre les spectres
comme il 'avait été observé précédemment. L’application d’autres méthodes chimiométriques plus

sophistiquées est donc nécessaire.
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Conclusion :

Pour la premicere fois, le potentiel de la spectroscopie IR dans le diagnostic de la maladie a
corps de Lewy et dans le diagnostic différentiel avec la maladie d’Alzheimer a partir de I’étude
du LCR a été évalué. Des différences ont pu étre mises en évidence entre les groupes MCL
MCI, MCL démence et controle et ce notamment, grace au calcul préalable des dérivées des

spectres.

Cependant, avec l'application seule d’analyses multivariées non supervisées (ACP en
particulier), aucune séparation n’a pu étre faite entre les spectres des échantillons de LCR

provenant de patients atteints de la maladie a corps de Lewy ou de la maladie d’Alzheimer.

La prochaine étape est donc d’aller plus loin dans l'identification de variations entre les
différents groupes a l'aide d’analyses multivariées supervisées. Toutefois, afin que ces

données soient valables, il serait bien d’augmenter le nombre d’échantillons étudiés.

5.2 Etude des liquides céphalorachidiens par SERS
5.2.1 Application au diagnostic précoce de la maladie a corps de Lewy

La figure 5.11 compare les spectres moyens des différents échantillons LCR provenant des
groupes controle, MCL MCI et MCL démence. Pour chaque échantillon, cinq spectres ont été
enregistrés a différents endroits de I’échantillon. Le faible écart-type entre les différents spectres
témoigne de 'homogénéité de I’échantillon. Pour plus de détails sur les différentes contributions

présentent au sein des spectres , se référer au chapitre 4, paragraphe 4.3.

MCL. démence

Intensité (u.a.)

MCL MCI

Controle

o

Figure 5.11 : Spectres SERS moyens (lignes continues) +/- écart type (lignes pointillées) des échantillons
LCR pour les groupes controle, MCL MCI et MCL démence.
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Afin de mieux visualiser les modifications spectrales engendrées par la maladie, les spectres

différentiels entre chaque groupe ont été calculés. Ils sont présentés en figure 5.12.
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Figure 5.12 : Spectres différentiels calculés a partir des spectres SERS moyens du LCR provenant des trois
groupes : controle, MCL MCI et MCL démence. A) Le spectre représentant le groupe contréle soustrait de
celui représentant le groupe MCL MCI ; B) Le spectre représentant le groupe MCL MCI soustrait de celui
représentant le groupe MCL démence ; C) Le spectre représentant le groupe contrdle soustrait de celui
représentant le groupe MCL démence. Les nombres d’ondes significativement différents sont représentés

par des points rouges selon le test de Student (x=1%).

Aucune variation significative ne peut étre observée entre les différents groupes. Ainsi, comme
pour la spectroscopie IR, afin de mettre en évidence des variations spectrales permettant de
distinguer les différents groupes, une ACP a été appliquée. Les huit premieres composantes
principales représentant 99% de la variance ont été sélectionnées (leur représentation graphique
sont présentées en annexe 6). La figure 5.13 montre la distribution de tous les spectres obtenus a
l'aide des deux premicres composantes principales ; CP1 et CP2 qui représentent la plus grande

variance : 63,0 et 20,9% respectivement.
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représentée par la CP en question.
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5.2 Etude des liquides céphalorachidiens par SERS

Aucune séparation entre les spectres n’est possible suggérant ainsi une grande similitude entre les
spectres des échantillons LCR provenant des différents groupes ou que les molécules adsorbées

sur les nanoparticules ne sont pas marqueurs de la maladie.

5.2.2 Application au diagnostic différentiel entre la maladie a corps de

Lewy et la maladie d’Alzheimer

Bien que les études menées dans le cadre de la maladie a corps de Lewy et de la maladie d’Alzheimer
n’ont pas été concluantes, les spectres différentiels représentant les groupes MA démence moins
MCL démence et MA MCI moins MCL MCI ont été calculés. Ils sont présentés en figure 5.14.
Une ACP a également été réalisée sur 'ensemble des spectres. Les huit premicres CP représentant
99% de la variance ont été sélectionnées (leur représentation graphique sont présentées en annexe
7). La figure 5.15 présente la projection 3D de 'ensemble des spectres dans I'espace des CP qui

représentent la plus grande variance.
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Figure 5.14 : Spectres différentiels calculés a partir des spectres SERS moyens du LCR provenant des
groupes MA MCI, MA démence, MCL MCI et MCL démence. Les nombres d’ondes significativement

différents sont représentés par des points rouges selon le test de Student (x=1%).
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Figure 5.15: Projection 2D de
I'ensemble des spectres SERS des LCR
provenant des patients MA MCI (bleu),
MA démence (vert), MCL MCI (brun) et
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Aucune variation significative ne peut étre observée entre les groupes MA MCI et MCL MCI ou
MA démence et MCL démence lorsque les spectres sont comparés entre eux. De méme,
I'application d’'une ACP ne permet pas de mettre en évidence des variations plus subtiles entre les

différents spectres.

Conclusion :

L’identification de marqueurs vibrationnels permettant de différencier les différents stades
de la maladie et/ou de différencier un patient atteint de la maladie a corps de Lewy d’un
patient atteint de la maladie d’Alzheimer n’a pas été possible dans les conditions
expérimentales testées ici, malgré l'utilisation d’analyses multivariées telles que 'ACP.
L’application d’autres méthodes chimiométriques plus sophistiquées telles que des analyses

supervisées est donc nécessaire.

Egalement, comme il 'a déja été évoqué dans le chapitre précédent, une des autres
g > ] q 5

possibilités a envisager est I'utilisation d’un autre laser.
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Chapitre 6

Ftude de la sclérose en plaques



6.1 Etude par microspectroscopie Raman

La sclérose en plaques représente la maladie neurodégénérative la plus fréquente chez les jeunes.
Elle se caractérise par la destruction des gaines de myéline suite a des processus inflammatoires.
Différentes phases peuvent étre observées au cours de la maladie avec notamment des poussées
suivies d’un rétablissement partiel ou complet des symptémes. En fonction des signes cliniques
observés, un score clinique est attribué.

A Theure actuelle, aucun traitement curatif n’existe. Ainsi, de nombreuses équipes tentent
d’identifier de nouveaux traitements thérapeutiques dont celle du Pr. A.G. Mensah-Nyagan
(Université de Strasbourg) qui nous a fourni les échantillons de tissus cérébraux pour les études
menées sur la maladie d’Alzheimer.

Le but de cette étude est de suivre par microspectroscopie Raman et IR, leffet de différents
éventuels traitements identifiés par I'équipe du Pr. A.G. Mensah-Nyagan. Toutefois, il est
nécessaire d’évaluer au préalable, le potentiel de ces spectroscopies dans 'identification des Iésions
cérébrales et notamment pour la microspectroscopie Raman puisqu’aucune étude n’a encore été
reportée a notre connaissance, a 'exception de celles réalisées par CARS (Fu e7 al, 2011 ; Imitola ez

al., 2011). Ce chapitre présente les résultats de cette étude préliminaire.

Des souris saines ou malades présentant un score clinique (SC) de 4, 7 (phase de poussée) ou 0
(phase de rémission) ont été étudiées et plus particulicrement leur cervelet', puisqu’il s’agit d’une
des régions les plus touchées par la sclérose en plaques. La figure 6.1 présente une image des coupes
cérébrales étudiées ; la zone entourée délimite le cervelet. En coupe sagittale, la substance blanche
et la substance grise du cervelet peuvent étre tres bien identifiées ; la substance grise pouvant étre

divisée en deux parties : la couche granulaire et la couche moléculaire.

2000 pm

Figure 6.1 : A) Image d’une coupe sagittale de cerveau de souris (la zone en pointillée délimite le cervelet)
obtenue a l'aide d’un microscope Raman. B) Zoom sur le cervelet. 1: substance blanche ; 2: couche

granulaire ; 3 : couche moléculaire (2+3 : substance grise).

6.1 Etude par microspectroscopie Raman

Différentes régions du cervelet ont été analysées pour chacun des échantillons. Les cartes Raman

représentant la répartition des lipides et des protéines dans le tissu sont montrées en figure 6.2.

I Le cervelet est une pattie du cetveau qui joue un role important dans le contréle moteur.
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Elles ont été créées a partir de I'aire des bandes entre 2914-2817 et 3000-2917 cm™ respectivement
(pour plus de détails, sur lattribution des bandes, se référer au tableau 6.1 et a a I’étude des

composés modeles présentée dans le paragraphe 4.2).

Lipides Protéines Lipides Protéines

& &
Ma) L)
b= [l
= S
3
)
N~
100 um
Lipides Protéines
o 72
Il 0O
O Il
7 -

low high

Figure 6.2 : Cartes Raman de différentes régions du cervelet d’une souris saine et malade avec un score
clinique (SC) de 4, 7 ou 0 représentant la répartition des lipides et des protéines a partir de I'aire entre 2914-
2817 et 3000-2917 cm! respectivement. Un objectif x20 a été utilisé et la distance entre chaque point de
mesure est de 4,5 um. La longueur d’onde excitatrice est 532 nm. Les fleches représentent des discontinuités

au sein de la substance blanche.



6.1 Etude par microspectroscopie Raman

Comme il peut étre observé sur les différentes cartes et d’apres la structure du cervelet (Figure 6.1),
la microspectroscopie Raman de ce dernier permet de différencier la substance blanche, la couche
granulaire et la couche moléculaire. La figure 6.3 présente les spectres Raman typiques de ces trois

régions.

Figure 6.3 : Spectre Raman typique
de la substance blanche (bleu) et de
la substance grise avec la couche
moléculaire (rouge) et granulaire
(noir) dans la région 3200-2700 et
1800-400 cml. La longueur

excitatrice est 532 nm.

Intensité (u.a.)

— T T T /4 1T T~ T T T T T T T T
3200 3000 28001800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

Nombre d'onde (cm™)

La substance blanche présente une plus grande quantité de lipides avec des bandes plus intenses
dans la région 2920-2800 cm™ et 2 1441 cm™ mais une plus faible quantité de protéines que le tissu
environnant avec des bandes plus faibles dans la région 3000-2920 cm™ et 2 1665 cm™' (se référer
au tableau 6.1 pour l'attribution des bandes). Ceci est en accord avec le fait que la substance blanche
est composée majoritairement d’axones entourés d’une gaine de myéline ; cette derniere étant
composée de 70% de lipides et 30% de protéines environ.

A Tlinverse, la couche granulaire qui est située a proximité de la substance blanche contient une
faible quantité de lipides et une grande quantité de protéines. La couche moléculaire quant a elle,

contient une quantité intermédiaire de lipides et de protéines par rapport aux deux autres régions.

Des régions au niveau de la substance blanche avec moins de lipides peuvent étre observées sur les
cartes reflétant la composition du cervelet de souris malades qui présentent un score clinique de 4
ou de 7, comparées aux souris controles (régions indiquées par des fleches sur la figure 6.2). Ces
régions sont associées a une augmentation de la quantité de protéines et pourraient correspondre
aux lésions pathologiques de la gaine de la myéline.

Pour les souris malades mais en phase de rémission (SC=0), seule une petite altération dans la
composition lipidique peut étre observée sur la premicre carte. Cela tend a suggérer que la

restauration de la gaine de myéline durant cette phase a été complete.
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Nombre
d'onde (cm) Composé chimique Tentative d’attribution
606 Lipides, protéines Cholestérol, 5(O-C=0) Phe
754 Protéines, hemes Symmetric breathing Trp, noyau porphyrine (v15)
1006 Protéines 3(ring) Phe
1068 Acides nucléiques, lipides (EOMEO) phOSpl::jélilc:‘;:S<CC)’ va(PO27) acides
1132 Hémes Noyau porphyrine (v22)
1176 Protéines 8(C-H) Tyr
1230 Protéines, acides nucléiques v(CN), 8(NH) Amide ITI, v,(PO2") acides nucléiques
1309 Proteines, Mid;;tc:éiqucs’ BpIdes, 5 ), pu(CHa/CH), 1(CHy/CHS), noyau porphyrine (21)
1343 Protéines, acides nucléiques 8(CH3), 8(CHy), yw(CH3/CHy), y:(CH3/CHy)
1441 Protéines, lipides 8(CHy), 8(CHa)
1553 Protéines, hemes v(CN),8 (NH) Amide II, v(C=C) Ttp, Tyr, noyau porphyrine (v11)
1589 Protéines, Hemes v(C=C)Phe, noyau porphyrine (v2)
1665 Protéines v(C=0) Amide I
2855 Lipides, protéines vs(CHo)
2887 Lipides, protéines v(CHy) résonance de Fermi
2929 Protéines, lipides vs(CHs)
2665 Protéines, lipides vas(CH3)

Tableau 6.1: Position et tentatives d’attribution des bandes provenant d’un spectre Raman typique du
cervelet (Attributions faites a partir de Howell e7 a/, 1999 ; Kraftt, 2005 ; Rehman ez a/., 2013).

6.2 Etude par microspectroscopie infrarouge

Différentes régions du cervelet de souris saines et malades avec un score clinique de 7 ont été
étudiés. Les cartes IR montrant la répartition des lipides et des protéines au sein du tissu sont

présentées en figure 6.4.

Comme dans le cas de la microspectroscopie Raman, la cartographie du cervelet par
microspectroscopie IR permet de différencier la substance blanche de la substance grise. La figure
6.5 présente les spectres IR typiques de la substance blanche et de la substance grise.

La substance blanche montre une plus grande quantité de lipides par rapport a la substance grise
avec des bandes plus intenses dans la région 2993-2817 cm™ et 2 1740 cm™ attribuées aux vibrations
des groupements CH,/CH; et du groupement catbonyle des fonctions esters des lipides
respectivement. A l'inverse, la substance grise présente une plus grande quantité de protéines et
montre des bandes plus intenses entre 1711 et 1482 cm™ ou sont retrouvées les vibrations amide 1
et amide II (Tableau 6.2). Toutefois, seule la couche granulaire peut étre visualisée ici en raison des

dimensions de la région analysée.
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Lipides Lipides (C=0 ester) Protéines Phosphates

Controle

low

Figure 6.4 : Cartes IR de différentes régions du cervelet d’une souris saine et malade avec un score clinique
de 7 représentant laire entre 2993-2817 (lipides totaux), 1761-1719 (groupement carbonyle des lipides),
1711-1482 (protéines) et 1131-1000 cm ! (groupement phosphate). L’ouverture du microscope est de 12,5

um et la distance entre chaque point de mesure est de 6 pm.

2923

Figure 6.5 : Spectre IR typique de

2853

la substance blanche (rouge) et de la
substance grise (noir) dans la région
3800-2700 et 1800-1000 cm™.

Absorbance (u.a.)
3293

/L
T T T T T— 74 T T T T T T
3600 3200 2800 1800 1600 1400 1200 1000

Nombre d'onde (cm™)

Aucune altération ne peut étre observée au niveau de la substance blanche des souris malades
présentant un score clinique de 7. Cependant, seules deux régions ont pu étre analysées pour chaque
échantillon suite a des problémes techniques qui ont influencé sur mon temps de mesure
disponible. En effet, pour rappel, toutes les mesures de microspectroscopie IR ont été réalisées au

synchrotron de Karlsruhe.
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Les vibrations des groupements phosphates (VPO>) ont également été analysées a partir de laire

de la bande 2 1079 cm™ car il a été mis en évidence la présence d’un grand nombre de cellules

nucléées (lymphocytes, macrophages, cellules microgliales par exemple) au sein des lésions

(Frohman ez al., 2006 ; Lassmann e al., 1994). D’aprés les cartes IR présentées en figure 6.5, une

quantité plus importante peut étre observée au niveau de la substance blanche contrairement a ce

qui a pu étre publié précédemment (Heraud e a4/, 2010). La raison est que les groupements

phosphates ont deux origines différentes : les lipides et les acides nucléiques. Ainsi, I'identification

de variations au niveau des acides nucléiques et donc la confirmation d’une augmentation du

nombre de cellules nucléées au sein des 1ésions pourra s’avérer difficile avec de simples analyses

univariées.

Nombre d'onde (cm-)
1047
1062
1081
1095
1117
1163
1184
1230

1240
1263
1286

1304
1338
1381
1411

1432
1443
1463
1513
1545
1597
1656
1740
2852
2884
2924
2962
3010
3300

Composé chimique
Acides nucléiques, glucides
Glucides, lipides
Acides nucléiques, glucides

Acides nucléiques, lipides
Glucides
Protéines, glucides
Protéines, glucides
Acides nucléiques, lipides
Acides nucléiques, lipides, protéines
Acides nucléiques, lipides, protéines
Acides nucléiques, lipides
Protéines
Protéines
Protéines, lipides
Protéines
Lipides
Lipides
Lipides
Lipides, protéines
Protéines, acides nucléiques
Protéines, acides nucléiques
Protéines
Lipides
Lipides
Lipides, protéines
Lipides, protéines
Lipides, protéines
Lipides

Protéines

Tentative d’attribution
v(POy), couplage entre v(CO) et (CO)
Couplage entre v(CO) et 8(CO), v(CC), cholestérol
vs(PO2), v(CO)
vs(PO2)
v(CO), v(CC)
v(CO)
v(CO), v(C-OH)
vas(PO2)
vas(PO2), Amide IIT
vas(PO27), Amide I11

Vas(PO2)
Amide II1
Amide IIT
v(CO), 8(CH), 3(NH), cholestérol
8(CHj3), v(COO")
8(CHy)
8(CHy)
8(CHy)
8(CHy), 8(CH) des groupements phényles
Amide II, v(C=C), v(C=N)
v(CC) des groupements phényles
Amide I
v(C=0)
vs(CHp)
vs(CH3)
vas(CHb)
vas(CH3)
v(=CH)
Amide A

Tableau 6.2 : Position et tentatives d’attribution des bandes provenant d’un spectre IR typique du cervelet
(Attributions faites a partir de Barth, 2000 ; Krafft, 2009 ; Rehman e @/, 2013). Les positions ont été

déterminées a partir de la dérivée seconde du spectre IR.
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Conclusion :

Des tissus cérébraux provenant de souris saines et de souris atteintes de la forme récurrente-
rémittente de la sclérose en plaques ont été étudiés par microspectroscopie Raman et IR. Les
résultats Raman montrent qu’au cours de la phase de poussée, une altération de la
composition lipidique et protéique peut étre observée au niveau de la substance blanche suite
a la dégradation de la gaine de myéline. Durant la phase de rémission, les résultats sont tres
similaires a ceux obtenus pour les souris saines suggérant une restauration complete de cette
derniere. Ces résultats sont donc prometteurs pour étudier I'effet de différents traitements
thérapeutiques. Toutefois, afin de confirmer que les régions qui présentent une diminution
de la quantité de lipides correspondent aux lésions dues au développement de la maladie,
une analyse par immunofluorescence utilisant des anticorps dirigés contre la protéine de la
myéline devra étre réalisée en paralléle des mesures. Egalement, il peut étre envisagé dans le
futur d’étendre les études a la moelle épinicre ou de nombreuses 1ésions peuvent y étre

observées.

Concernant la microspectroscopie IR, aucune variation n’a pu étre mise en évidence entre
une souris saine et une souris atteinte de la sclérose en plaques. Cependant, seule une petite
région du cervelet a pu étre étudiée dans chaque cas. Des études supplémentaires sont donc
nécessaires. 11 est toutefois important de noter que les temps de mesure sont tres longs en
raison principalement de la taille des zones a analyser. En effet, en I'absence d’analyses
préalables permettant de localiser les 1ésions, 'ensemble du cervelet doit étre cartographié.
Il peut donc étre intéressant par la suite, d’envisager de faire de 'imagerie IR qui permet de

réduire considérablement les temps de mesure.
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Les maladies neurodégénératives sont des pathologies progressives liées a un dysfonctionnement
métabolique du systeme nerveux. Selon les régions cérébrales touchées, une altération des fonctions
cognitives et/ou motrices peut étre observée. Trois maladies ont été étudiées: la maladie

d’Alzheimer, la maladie a corps de Lewy et la sclérose en plaques.

La maladie d’Alzheimer est la maladie neurodégénérative la plus répandue dans le monde.
Cependant, malgré de nombreuses recherches, origine et les mécanismes de cette derniére ne sont
pas complétement compris et aucun traitement curatif n’existe encore a ’heure actuelle. Ainsi, afin
de mieux comprendre et diagnostiquer cette maladie, la spectroscopie infrarouge et Raman ont été
utilisées.

En premier, la coordination des peptides amyloides 3 avec les métaux Cu(Il) et Zn(II) a été étudiée
puisque ces derniers semblent jouer un role important dans le développement de la maladie
d’Alzheimer. Pour ce faire, les peptides GHK et DAHK dont la sphére de coordination avec le
Cu(Il) est tres bien connue ont servi de modeles. Les résultats ont montré 'implication des résidus
His dans la sphere de coordination avec les deux métaux.

Les études se sont ensuite portées sur des tissus cérébraux de souris transgéniques (Tg25706) agées
de 18 mois afin de mieux comprendre la formation et/ou le réle des plaques séniles. Le couplage
de la spectroscopie infrarouge ou Raman a la microscopie, a permis de mettre en évidence pour la
premicre fois une colocalisation entre les peptides amyloides 83, principaux composants des plaques
et le cytochrome ¢. Une modification de la composition lipidique autour des plaques a également
é¢t¢ montrée. L’accumulation de cytochrome ¢ au sein de ces dernieres suggere un
dysfonctionnement mitochondrial suite a I'interaction des peptides amyloides 8 avec la membrane
cellulaire ; ce qui conduirait au déclenchement des mécanismes apoptotiques et donc a la mort des
cellules neuronales. Ces résultats permettent de clarifier le role des amyloides B dans les mécanismes
de toxicité et ouvrent la voie a de futures recherches pour développer de nouvelles stratégies
thérapeutiques visant 2 moduler ou inhiber 'accumulation de cytochrome ¢ au sein des plaques
séniles par exemple. L’effet de ces différents traitements pourra étre envisagé d’étre suivi par
microspectroscopie infrarouge et Raman.

Des ¢études pilotes ont également été réalisées sur des échantillons de liquides céphalorachidiens
provenant de patients atteints ou non de la maladie d’Alzheimer au stade prodromal ou démence,
afin d’évaluer le potentiel de la spectroscopie infrarouge et Raman dans le diagnostic précoce de
cette maladie. Dans le cadre des mesures infrarouges, différents prétraitements ont été comparés.
Les résultats montrent que le calcul des dérivées premieres ou secondes des spectres permet une
meilleure séparation entre les groupes. L’utilisation de méthodes chimiométriques est toutefois
nécessaire. Dans le cadre des mesures Raman, différentes conditions d’analyses ont été testées. Par
exemple, des mesures ont été réalisées sur des échantillons secs et en solution. Il a été montré
qu’afin d’obtenir des résultats reproductibles, les mesures devaient étre effectuées en solution, mais
ces dernicres ne peuvent étre faites que si le signal est exalté. Différents types de nanoparticules
ont donc été testés et celles retenues pour nos conditions de mesures ont été des nanoparticules

d’argent synthétisées a partir d’hydroxylamine. Cependant, malgré lutilisation d’analyses
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multivariées telles qu’une analyse en composantes principales ou une analyse hiérarchique
ascendante, aucune différence significative entre les différents groupes n’a pas pu étre mise en
évidence suggérant une grande similarité entre les spectres.

Draprées ces études pilotes, il semblerait donc que la spectroscopie infrarouge soit une méthode
plus adaptée pour une éventuelle utilisation clinique. De plus, la spectroscopie infrarouge présente
un intérét supplémentaire puisqu’elle peut réaliser des analyses a haut débit. Toutefois, un plus
grand nombre d’échantillons devra étre étudié afin de confirmer ces données. L’utilisation
d’analyses supervisées devra étre également envisagée pour la suite car seules des analyses non

supervisées ont été utilisées ici.

En vue de ces résultats, le potentiel de la spectroscopie infrarouge et SERS a également été évalué
pour le diagnostic précoce de la maladie a corps de Lewy et pour le diagnostic différentiel de cette
derniére avec la maladie d’Alzheimer puisque ces deux présentent des symptémes communs dans
les premiers stades. Différents échantillons de liquides céphalorachidiens provenant de patients
atteints ou non de la maladie a corps de Lewy au stade prodromal ou démence ont donc été étudiés.
Les résultats montrent qu’une séparation peut étre faite entre les différents groupes a I'aide de la
spectroscopie infrarouge mais pas avec la spectroscopie SERS. Toutefois, le calcul des dérivées des
spectres et lutilisation d’analyses chimiométriques sont nécessaires. Concernant I’étude
différentielle, aucune séparation n’a pu étre faite entre les échantillons de liquides céphalorachidiens
issus de patients atteints de la maladie a corps de Lewy ou de la maladie d’Alzheimer, suggérant
que les biomarqueurs identifiés pour chacune des deux maladies sont les mémes. L’utilisation
d’analyses chimiométriques plus poussées telles que les analyses supervisées, pourra peut-étre

permettre de mieux mettre en évidence les variations entre les différents groupes.

Enfin, une étude préliminaire a été réalisée sur des tissus cérébraux de souris dans lesquelles une
encéphalomyélite auto-immune a été¢ induite (mod¢le animal de la sclérose en plaques). Cette étude
avait pour but d’évaluer I'intérét de la microspectroscopie Raman et infrarouge dans le diagnostic
de la sclérose en plaques. Seule la microspectroscopie Raman a permis de mettre en évidence des
altérations au niveau de la substance blanche correspondant a la destruction de la gaine de myéline
observée au cours de la maladie. Cependant, les études pour la microspectroscopie infrarouge
doivent étre complétées. Ces résultats ouvrent donc la voie pour de futures études avec notamment,

le suivi de I'effet de différents traitements thérapeutiques.
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Annexe 1: Les vingt acides aminés naturels
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Annexe 2: Déconvolutions des bandes amide I des spectres des

plaques séniles

La bande amide I de différentes plaques séniles sont présentées en figure S1. Les déconvolutions
de la bande amide I de différentes plaques séniles, ainsi que celle représentant le tissu cérébral sain

sont présentées en figure S1. Les résultats sont résumés dans le tableau S1.

S @
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S S
et 173
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Figure S1: Décomposition de la bande amide I des spectres représentant le tissu cérébral sain (A) et de

trois plaques séniles (B a D respectivement pour les plaques 1 a 3).
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Tissu sain Plaque sénile 1 Plaque sénile 2 Plaque sénile 3 dz&zﬁzzn
Posit%on Pourcentage Posit?on Pourcentage Posit%on Pourcentage Posit%on Pourcentage

(cm™) (cm?) (cm?) (cm)
1590 - 1600 - 1594 - 1595 - Eiarli:
1615 0 1610 3 1610 5 1610 4 Feuillets B
1627 6 1621 13 1621 9 1622 8 Feuillets B
1637 6 1630 23 1632 20 1634 22 Feuillets B
1645 12 1641 11 1642 9 1642 8 4 iﬁg:ﬁf:jes
1654 14 1650 6 1650 10 1650 9 Hélices o
1661 25 1655 11 1657 15 1657 15 Hélices o

- 1664 10 1663 4 1663 6 Coudes
1670 10 1670 9 1670 9 1670 11 Coudes
1680 6 1678 5 1676 6 1675 4 Coudes
1687 9 1687 5 1684 6 1684 9 Coudes
1697 - 1697 - 1694 - 1696 -

Tableau S1: Pourcentage des différentes contributions de la bande amide I des spectres représentant le
tissu cérébral sain et les plaques séniles avec leur nombre d’onde associé. Les chaines latérales n’ont pas été

prises en compte dans le calcul du pourcentage de chaque composante.
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Annexe 3 : Correspondance entre les attributions des bandes Raman

marqueurs des hémes et les vibrations du cycle porphyrique

Attribution Vibration correspondante
vl5 Pyrrole breathing
v22 vs(pyrrole half-ring), v(C,N)
v30 vs(pyrrole half-ring)
v13 3(CnH)
v21 d(CnH)
v41 vs(pyrrole half-ring)

v4 vs(pyrrole half-ring)
v20 v(pyrrole quarter-ring)
v3 vs(CaN)

vi1 v(CsCop)

v2 v(CsCp)

v10 Vas(CaCrn)

Tableau S2: Correspondance entre les attributions des bandes Raman marqueurs des

hemes et les vibrations du cycle porphyrique.

Figure S2 : Nomenclature des carbones du cycle porphyrique.
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Annexe 4 : Structure des composés modeles étudiés dans le cadre

de I’étude des liquides céphalorachidiens
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Substances non azotées
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Annexes

Annexe 5 : Représentation graphique des composantes principales
calculées dans le cadre de ’étude des LCR pour le diagnostic de la

maladie d’Alzheimer
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=500 00 200 2000 1200 1700 1500 1500 1400 1200 1200 190 1000 200 200
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Figure S3: Représentation graphique des huit premiéres composantes principales calculées a partir des
spectres IR pour les régions 3727-2765 et 1800-740 cm.
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Figure S4: Représentation graphique des huit premieres composantes principales calculées a partir des

dérivées secondes des spectres IR pour les régions 2996-2823 et 1800-740 cm.
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Figure S5: Représentation graphique des huit premieres composantes principales calculées a partir des

dérivées premiéres des spectres IR pour les régions 3500-2765 et 1800-740 cm-1.
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Figure S6 : Représentation graphique des huit premicres composantes principales calculées a partir des
spectres SERS pour les régions 3013-2834 et 1800-590 cm-.
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Annexe 6 : Représentation graphique des composantes principales
calculées dans le cadre de ’étude des LCR pour le diagnostic de la

maladie a corps de Lewy
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Figure S7: Représentation graphique des huit premiéres composantes principales calculées a partir des
spectres IR pour les régions 3727-2765 et 1800-740 cm-'.
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Figure S8 : Représentation graphique des huit premiéres composantes principales calculées a partir des

dérivées secondes des spectres IR pour les régions 2996-2823 et 1800-740 cm-.
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Figure S9 : Représentation graphique des huit premiéres composantes principales calculées a partir des

dérivées premiéres des spectres IR pour les régions 3500-2765 et 1800-740 cm-!.
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Figure S10 : Représentation graphique des huit premieres composantes principales calculées a partir des
spectres SERS pour les régions 3013-2834 et 1800-590 cm.
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Annexe 7 : Représentation graphique des composantes principales
calculées dans le cadre de I’étude des LCR pour le diagnostic

différentiel entre la maladie d’Alzheimer et la maladie a corps de

Lewy
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Figure S11: Représentation graphique des huit premiéres composantes principales calculées a partir des
spectres IR pour les régions 3727-2765 et 1800-740 cm!.
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Figure S12 : Représentation graphique des huit premiéres composantes principales calculées a partir des

dérivées secondes des spectres IR pour les régions 2996-2823 et 1800-740 cm-.
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Figure S13 : Représentation graphique des huit premiéres composantes principales calculées a partir des

dérivées premieres des spectres IR pour les régions 3500-2765 et 1800-740 cm.
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Figure S14 : Représentation graphique des huit premieres composantes principales calculées a partir des
spectres SERS pour les régions 3013-2834 et 1800-590 cm-.
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o Les maladies neurodégénératives ;:
Etude de peptides modeles, de
tissus cerebraux et de liquides
céphalorachidiens par
(micro)spectroscopie infrarouge et
Raman

Résumeé

Les maladies neurodégénératives représentent un défi sociétal majeur. Trouver des outils pour mieux
comprendre et diagnostiquer ces maladies est donc nécessaire. La spectroscopie infrarouge (IR) et
Raman semblent étre de bons candidats puisqu’elles peuvent caractériser I'état physiopathologique
d’'un échantillon. Le but de cette these a été d’appliquer ces méthodes a I'étude de peptides modéles,
de tissus cérébraux et de liquides céphalorachidiens (LCR). Dans le cadre de I'étude des tissus
cérébraux, la spectroscopie IR et Raman ont été couplées a la microscopie afin de combiner des
informations spectrales et spatiales. Cela a permis de mieux comprendre la formation et le r6le des
plaques amyloides dans la maladie d’Alzheimer (MA). Egalement, cela a permis de montrer l'intérét
d'utiliser ces méthodes dans des études futures pour suivre 'effet de différents traitements contre la
sclérose en plaques. Concernant I'étude des LCR, la spectroscopie IR en mode ATR et la
spectroscopie Raman exaltée de surface ont été utilisées afin de mettre en évidence des marqueurs
spectroscopiques de la MA et de la maladie a corps de Lewy qui pourraient permettre un diagnostic
plus précoce de ces maladies et un diagnostic différentiel entre ces deux.

Mots-clés : Maladie d’Alzheimer, amyloide B, liquide céphalorachidien, maladie a corps de Lewy,
spectroscopie infrarouge et Raman, sclérose en plaques, chimiométrie.

Résumé en anglais

Neurodegenerative diseases represent a major societal challenge. So, it is necessary to develop new
tools for a better understanding and diagnosing of these diseases. Infrared (IR) and Raman
spectroscopies seem to be good candidates since they can characterize the physiopathological
conditions of a biological sample. The purpose of this thesis was to apply these methods to the study
of model peptides, brain tissues and cerebrospinal fluids (CSF). As a part of brain tissue analysis, IR
and Raman spectroscopy were coupled to microscopy in order to combine spectral and spatial
information. This methodology improved our understanding of the formation and the role of amyloid
plagues in Alzheimer’'s disease (AD). Moreover, it allowed to demonstrate the potential of these
approaches in future studies on the effect of various treatments against multiple sclerosis. Concerning
the study of CSF, IR-ATR and surface enhanced Raman spectroscopy were applied to identify
spectroscopic markers of AD and Lewy body disease that could enable early diagnosis of these
diseases and discrimination between them.

Keywords: Alzheimer’'s disease, B-amyloid, cerebrospinal fluid, Lewy body disease, infrared and
Raman spectroscopy, multiple sclerosis, chemometrics.




